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An unsere Mitarbeiter! 


Ks ist unbedingt notwendig, daf alle zur Hinsendung gelangenden Manu- 
skripte in gut lesbarer, médglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nach- 
trigliche Korrekturen verursachen weseniliche Kosten, die sich naturgemaf 
auf die Preisgestaltung der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht 
den Herren Autoren berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Manu- 
skripte ermdglichen auch der Redaktion eine raschere Priifung als schwer 
leserliche und kinnen infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 
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Bereite in anderen romper ings verdffentlichte Arbeiten sowie Referate fiber bereits publi- 
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Das Honorar betragt fir den Druckbogen 40 Mark. Von jeder Arbeit im Umfang 
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255 In bezug auf die Rechtschreibung der Fachausdricke sind bis aur weiteres die 
tionen der Deutschen Chemischen Gesellschaft maSgebend. In zweifelhaften Fallen 
b= re etymologische und internationale Standpunkt vor dem en bevorzugt. 

Fir die Abkirzungen und Zitate gelten die von der Vereinigung der medizinischen 
Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen ,,Bd.‘* und ,,8.‘‘ fort. (Zitiert 
wird am besten die angezogene Seite.) Namen, die im Text stehen, kOnnen im Zitat 


fehlen, von Vornamen genfigt der Anfangsbuchst abe. ; 














Uber die Spaltung des Arcains durch Mikroorganismen. 
IJ. Mitteilung. 


Von 


Friedrich Linneweh. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét Wirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 15/31.) 


In der ersten Mitteilung') iiber die fermentative Spaltung 
des Arcains?) ist die Bildung der Fiulnisendprodukte Putresein 
und Harnstoff geschildert worden. Ks ist mir nun gelungen, noch 
zwel Abbauzwischenprodukte, die durch Saprophyteneinwirkung 
aus Areain entstanden sind, zu isolieren. Wie unten niher be- 
schrieben werden soll, lieben sich niaimlich aus der Mutterlauge 
des Putrescinpikrates (vgl. I. Mitteilung) noch zwei weitere Pikrate 
isolieren. Hs handelt sich dabei um Salze der Basen CzH,,N, 
und CyH,;N;O. Die erstere ist, wie sich aus der Analyse, dem 
Schmelzpunkt des Pikrates und dem positiven Ausfall der Saka- 
guchireaktion?) ergab, Agmatin (1-Guanido-4-Amino-n-butan). 
Die Base CgH,,;N;O erwies sich als Carbaminyl-Agmatin (1-Gu- 
anido-4-ureido-n-butan). Dieses wurde bewiesen dureh den eben- 
falls positiven Ausfall der Sakaguchiprobe, die auf die Anordnung 
H,N(HN =)C—NH—R hinweist, und durch die positive Harn- 
stoffprobe von Barrenscheen und Weltmann‘) (Zeisiggriin- 
firbung bei Zusatz von p-Dimethylamimobenzaldehyd in_ salz- 
saurer Loésung). 

Um ganz sicher zu gehen, dab es sich um Carbaminyl—-Agmatin 
handelt, stellte ich den entsprechenden Kérper synthetisch her 
durch Eindampfen einer Lésung aiquivalenter Mengen von Agmatin- 
sulfat und Kaliumeyanat. Das aus der eingeengten Loésung dieses 
Reaktionsgemisches gewonnene Dinitrat- gab sowohl die Probe 
von Sakaguchi wie die von Barrenscheen-Weltmann und 
stimmte mit dem Dinitrat der aus Areainfiiulnis gewonnenen 
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9 Friedrich Linneweh, 


Base (,H,.N;O in jeder Beziehung iiberein. Die Identitaét wurde 
auch durch Vergleich des Pikrats der isolierten Base C,H,;N,O 
mit dem Monopikrat des synthetischen Carbaminyl-Agmatins 
sichergestellt. Unter anderem reagieren sie bei der Aminostick- 
stoffbestimmung nach van Slyke mit einer Aminogruppe. Die 
mikroskopischen Bilder sprechen gleichfalls fiir die Identitat der 
Pikrate. 

Der Ubergang des Guanidinkernes in den Harnstoffkern 
durch Saprophytenwirkung wurde zum ersten Male von Acker- 
mann) erwiesen, als er feststellte, daB{ ber der Faulnis von Kre- 
atinin Methylhydantoin entsteht: 


NH NH 
HN =0¢ “J +H,0 = 0=C0 ~\___ +. NH, 

N-CH,-CO N-CH,-CO 

CH, CH, 


Dieser Befund ist spaiter von Ellinger und Matsuoka®) an- 
vezweitelt worden. Sie glaubten, dab die bei der Féaulnis 
herrschende schwach alkalische Reaktion allein die Umwandlung 
des Kreatinins in Methylhydantoin bewirken kénne, dab es sich 
also um eine hydrolytische Abspaltung der Iminogruppe des 
Guanidinkernes durch Alkali und nicht durch Ferment wirkung 
handle. Die Ansicht von Ellinger und Matsuoka _ habe 
ich fiir falsch befunden’). Unter Einhaltung der fiir Faulnis 
giinstigsten Sodakonzentration gewann ich aus 10 ¢ Kreatinin- 
chlorid durch Alkahihydrolyse nur 0,00728 g Methylhydantoin, 
wihrend durch Saprophyteneinwirkung aus der gleichen Menge 
Kreatininchlorid 1,57 g Methylhydantoin entstanden. Die <Aus- 
beute war also bei bakterieller Umwandlung um mehr als das 
18Ofache vergréBert. 

Obwohl also eine weitgehende Bestandigkeit des Guanidin- 
kernes gegeniitber der bei Féaulnis herrschenden Alkalireaktion 
feststeht, habe ich mich doch noch durch besondere Versuche 
davon iiberzeugt, daB auch Areain der Alkaliemwirkung wider- 
steht, daB es sich bei seinem Abbau also um einen ausgesprochen 
biologischen Vorgang handelt. Der Umstand, daB Arcain infolg 
seiner Schwerldslichkeit als Pikrat miihelos quantitativ zu 1iso- 
lieren ist, ermdglichte leicht die Feststellung, daf sowohl eine 
Konzentration von n/100-Na,CO, als sogar von n/10-Na,CO, in 
der gleichen, wie den Bakterien zum Abbau gelassenen Zeit nicht 
imstande ist, das Areain zu spalten. 
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Uber die Spaltung des Arcains durch Mikroorganismen. 


Die Entstehung des Carbaminyl-Agmatins und Agmatins 
beim bakteriellen Abbau des <Areains ist aus den folgenden 
Gleichungen ohne weiteres verstindlich: 


NH, HN NH, H,N, 

N=CZ SC=NH + H,0 = HN=( \c=O + NH, 
\NH(CH,),HN \NH(CH,),HN/ 
/NH, — HAN NH, HN. 

N=C \C =NH+H,0 =HN=C | Sc=0 
\WH(CH,) HN’ NH(CH,),NH, — H,N7 


Beide Substanzen sind Zwischenprodukte beim Ubergang 
des Areains in die Endprodukte Putrescin und Harnstoff. Dab 
Agmatin bei der Faulnis Putresein liefert, wurde bereits von 
feinwein und Kochinki bewiesen.’) Wenn das Carbaminy!| 
Agmatin ein Molekiil Wasser aufnimmt, bildet es Agmatin und 
erfihrt dasselbe Sehicksal. 

Nach diesen Erfahrungen kénnten auBber den jetzt bekannt 
gewordenen vier Abbauprodukten Carbaminyl-Agmatin, Agmatin, 
Putrescin und Harnstoff noch das Mono-Carbaminyl-Putresein 
und das Di-Carbaminyl-Putrescin als Abbauzwischenprodukte 
auftreten, von Ammoniak und Kohlendioxyd abgesehen. In welcher 
teihenfolge sich der Abbau im einzelnen vollzieht, ist schwer zu 
sagen. Wenn das Areain 2 Molekiile Wasser aufnimmt und die 
Iminogruppe des Guanidinkernes auf jeder Seite abspaltet, so ist 
der Abbau svmmetrisch: 


NH, —H,N NH,  H,N 


cf SC=NH + 2,0 = 0=C% 
\NH(CH,),HN’ NNH(CH,),HN/ 
NH, HN, 
O=CK C=0 + 2H,0 = H,N(CH,),NH, + 2NH, + 2C0,. 
NH(CH,),HN 


Kin anderer Teil wird im Sinne der weiter oben angefiihrten 
Gleichungen unsymmetrisch abgebaut, zuerst zum Agmatin, das 
dann auf dem Wege iiber Mono-Carbaminyl-Putresein in Putresein 
ibergefiihrt werden kann. 


NH, NH, 
HN=C/ HO — 0-04 NH, 
NH (CH,),NH, NH(CH,),NH, 
Nis 
O=C? | H,O = H,N(CH,),NH, + NH, + CO, 
NH(CH,),NH, 


Die Zahl der Abbaumdéglichkeiten vergréBert sich noch 
dadurch, daB sich aus dem Guanidinkern entweder durch Auf- 
nahme von einem Molekiil Wasser freier Harnstoff bilden kann. 


}* ° 


C=0 + 2NH, 
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oder aber 2 Molekiile Wasser aufgenommen werden, als Zwischen- 
produkt eine Carbaminylverbindung entsteht und deren Harn- 
stoffkern in Ammoniak und Kohlensiure zerfallt. 


Experimenteller Teil. 


Isolierung des Agmatins. 


Aus der Mutterlauge der in der [. Mitteilung untersuchten 
5,5 ¢ Putrescinpikrat schieden sich bei stufenweisem Eimengen im 
Vakuum noch 2 Fraktionen (Pikrat B und C) ab. Die dann ver- 
bleibende Mutterlauge wurde mit Hilfe von Schwefelsiure und 
Ather von der Pikrinsiiure befreit, die Loésung bei ganz schwach 
schwefelsaurer Reaktion im Vakuum eingeengt und mit Natrium- 
pikrat ausgefaillt. Nach 2maligem Uimkrystallisieren erhielt ich 
eine kleine Menge Agmatinpikrat vom Schmelzp. 224—226° 
|A. Kiesel®) fand 228°) mit = positiver Sakaguchireaktion, die 
erfahrungsgem#B durch Pikrinsiiure nicht beeimtrichtigt wird. 

4,719 mg Substanz gaben 5,87 mg CO, und 1,47 mg H,O. 

2,542 mg - 0,536 com N, (23°, 747 mm). 


C.H,,N,CgH,N,O, Ber. C 34,679), H 3,439, = N 23,819, 
Grief. ,, 33,93 » oe 55 23,90 


Isolierung des Carbaminyl-Agmatins. 

Die oben erwihnte Pikratfraktion B wurde mit Hilfe von 
Schwefelsiure, Benzol und Baryt in einen Sirup freier Basen ver- 
wandelt, der weder Barium noch Schwefelsiure enthielt. Mit 
Methylalkohol lieB sich eme anorganische Verunreinigung ab- 
trennen. Nach Beseitigung des Methanols fallte ich mit wiBriger, 
kalt gesittigter Pikrinsiure. Die Fallung (0.27 g) besteht aus dem 
Monopikrat des Carbaminyl-Agmatins und ist nach 2maligem Um- 
crystallisieren aus Wasser rein. Das Pikrat schmilzt wie das 
synthetische Produkt bei 188—185°. Der Mischschmelzpunkt 
zeigt keine Depression. Im = mikroskopischen Bilde (vgl. Fig.) 
besteht gleichfalls kein Unterschied. Bei der Amino-Stickstoff- 
bestimmung nach van Slvke*) reagiert nur eine Aminogruppe. 
da erfahrungsgemaiB der Guanidinkern nicht anspricht. 


*) Anmerkung: Die Amino-N-Bestimmung nach van Slyke!®) wurde 
Py,: Faktor 
2 


PN, =?P: — Po—¢ 


manometrisch durchgefiihrt. Berechnung: mg Amino-N - 

















Uber die Spaltung des Arcains durch Mikroorganismen. 


4.867 mg Substanz gaben 6,425 mg CO, und 2,01 mg H,0O. 


5,632 my - » 1,376 cem N, (23°, 746 mm). 
3,283 mg ” . O112 mg Aminostickstoff (Px, - 116-348) 


(¢= 21°, Faktor — 0,001527). (Zweite Ablesung: Py, = 367-45 32), 
(¢ = 21°, Faktor — 0.000382). 


i CgH,;N;0°CyH,N,0, 
is Ber. 35,819), H 4,519),  N 27,869, | Amino-N 3,489, 
! Gef. — ,, 36,00 »» 4,62 » 27,65 oe 
| Das Vorhandensein eines Harnstoffkernes lieb eine scliwer- 
| loshche Verbindung des Korpers mit Salpetersiiure erwarten, ie 
sich in der Tat als Dinitrat darstellen lief. 
| Zur Gewinnung des Dinitrats wurde ein Teil des Monopikrats 
| in bekannter Weise vorsichtig in einen Sirup freier Basen ver- 
wandelt, in den mit eisgekihlter Salpetersiure gefallt wurde. 
: Das Dinitrat wurde abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. Durch 
) Umkrvstallisieren erhielt ich den Korper rei. Das Dinitrat 


schmilzt ebenso wie das synthetische Carbaminyl-Agmatin 
Dinitrat ber 155—157°. Der Mischschmelzpunkt zeigt keine De- 
pression. [m Dinitrat fallen die Sakaguchiprobe und die Barren- 
<cheen-Weltmannsche Harnstoffprobe positiv aus. 








4.831 mg Substanz gaben 4,260 mg CO, und 2,55 mg H,0O. 
3,135 mg “a » 0,890 cem N, (22°, 747 mm). 


(,H,,N;0-2HNO, Ber. (C 24.06%, H 5.739), N 32.77%, 
Gef.  ., 24,05 . 5.91 .. 32,29 





Synthese des Carbaminyl-Agmatins. 
2 ¢ reies Agmatinsulfat werden mit 0.6 @ WKaliumevanat in 
20 com Wasser gelést und auf dem Wasserbade eingedampft. 
Der zum Teil krystallinische Riickstand wird bis auf einen kleinen 
Rest Kaliumsulfat, von dem ich abfiltrierte, wieder gelést und 
mit eisgekithlter konzentrierter Salpetersiure gefiallt. Das schnee- 
weibe Krystallpulver wiegt nach dem Trocknen 1,37 ¢ (Ausbeute 


r von 52°/,). Aus der Mutterlauge lassen sich nach Neutralisation 

4 der Salpetersiure noch weitere Mengen der svnthetischen Base 

4 als Pikrat gewinnen. 

4 Carbaminyl-Agmatin-Dinitrat. 

4 Das Dinitrat schmilzt bei 155—1578. Die Proben von Saka- 
3 : r . » — e ’ 

q guchi und Barrenscheen-Weltmann fallen positiv aus. Es 


ist in Wasser leichter léslich als in starker Salpetersiiure. In Alkohol 
ist es ziemlich schwer J6slich. 
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24,095 mg Substanz gaben 21,4 mg CO, und 12,7 mg H,O (Best. nach 
ter Meulen). 


4,228 mg Substanz gaben 1,201 com N, (22°, 750 mm). 
(,H,,N,O-2HNO, Ber. C 24,069, -H 5,73, N 32,779, 
Gef. ,, 24,22 » 0,89 », 32,44 
Carbaminyl-Agmatin-Monopikrat. 
Dieses Salz erhielt ich durch tropfenweisen Zusatz von 
Natriumpikrat zu einer iiber das Phosphorwolframat erhaltenen 
Losung der freien Base. Sobald der Niederschlag nicht mehr 





Carbaminyl-Agmatin-Monopikrat synthetisch., 


sofort pulverig ausfiel, wurde er abfiltriert. Nach eimmaligem 
Umkrystallisieren war das Pikrat rein (Mikrophotogrami siehe 
Figur). Es schmilzt ber 183—185°. ; 

22.421 mg Substanz gaben 29,4 mg CO, und 9,0 mg HO (Best. nach 7 
er Meulen). 

5,007 mg Substanz gaben 1,228 com N, (22°, 745 mim). 

3,186 mg Substanz gaben 0,1 mg Aminostickstoff (Py, 110—35—8) 
(t = 24, Faktor = 0,001511). (Zweite Ablesung: Px, = 339—46— 32) (t — 24°, 
Faktor — 0,000378). 

CH,,;N;0°CyH3N30, 
Ber. C 35,819), H 4.51", alt. 27,86°/, Amino-N 3,48°/, 





4 I RDS REET, oh © are Pere ° ™ 
5 AUS UR ae ie ei ones daar ae oe ES eh aa at i Ctl 


Gef. —,, 35,76 » 4,49 5 27,82 , 3,14 . 

Das Monopikrat ist in Wasser leic ee loslich als das Dipikrat. | 
Carbaminyl-Agmatin-Dipikrat. r 

Das Dipikrat erhalt man durch quantitatives Ausfallen aus : 

der Losung mit freier, waBriger Pikrinsiiure. Es bildet lange, | 
verfilzende Nadeln. Beim Erhitzen im Verbrennungsrohr neigt : 
es sehr zur Explosion. } 


3.377 mg Substanz gaben 0,735 com N, (23°, 750 mm). 
CH,,N;O0:2C,H,N,0, Ber. N 24,41°/, Gef. N 24,77° 


0 Bo 








Uber die Spaltung des Arcains durch Mikroorganismen. 


Verhalten des Arcains bei Alkalieinwirkung im Brutschrank. 

Um dem EKinwand einer Alkalieinwirkung bei den geschildert en 
Abbauprozessen des Arcains entgegenzutreten, setzte ich folgende 
Versuche an: 

Versuch I. 0,1001 g Arcainsulfat in 20 cem Wasser + Toluol. 
Versuch IJ. 0,1001 ¢@ Areainsulfat in 20 cem Wasser 
Toluol. Sodakonzentration: n/100 (lackmusalkalisch, pa = 10,8). 
Versuch IIIf. 0,1001 ¢ Areainsulfat in 20 cem Wasser 
Toluol. Sodakonzentration: n/10 (kurkumaalkalisch, pa = 11,26). 

Die Lésungen standen 25 Tage im Brutschrank bei 87—40°. 
Nach dieser Zeit faillte ich mit kaltgesittigter Pikrinsiiure quanti- 
tativ aus. 

Ausbeuten: Versuch I. Versuch Il. Versuch III. 

Arcainpikrat: 0,2287 g 0.2275 g (),2256 g 


g 
Der Forschungsgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft bin 
ich fiir Unterstiitzung ber der Durchfiihrung dieser Arbeit zu 

Dank verpflichtet. 
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Berichtigung. 
Zu Fr. Kutscher, D. Ackermann und F, A. Hoppe- Seyler. 
Die Konstitution des Arcains. Bd. 199, S. 277. 
3 Auf S. 278 sind infolge eines MiBverstandnisses bei der Korrektur die 
7 Formeln: Zeile 8 von oben und Zeile 12 von unten: falsch gesetzt worden. 
E tichtig ist fiir 
_/ NH, HiNV ae 
Arcain HN=CY C=NH 
4 NNH(CH,),NH7Z 
; NH, HN 
: Vitiatin HN=CZ Nc=NH 


NCH, « (CH,),NH 7 


Die Schriftleitung. 








Uber die Ochronose der Schlachttiere. II. 


Isolierung von krystallisiertem Uroporphyrin aus den Knochen. 
Identitatsbeweis mit Hilfe der p,,-Fluorescenzkurven und durch Analyse. 


Von 
Hermann Fink und Wolfgang Hoerburger. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Mtinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1931.) 


Vor kurzem!) hatte der eine von uns Gelegenheit, einige Organ- 
proben von einem von Ochronose (Ost eohimochromat ose) befallenen 
Rind daraufhin zu untersuchen, welche Farbstoffe die braunliche Pig- 
mentierung der Knochen und Organe verursachen. Da bei diesem 
Fall von Ochronose nur wenige Gramm einer Rippe und eines Mark- 
knochens sowie ein Stiickchen emer Niere zur Verfiigung standen, 
war an eine Isolierung der Farbstoffe nicht zu denken. Mit Hilfe 
der fluorescenzmikroskopischen = Untersuchung nach Borst - 
Konigsdorffer?) konnte im Knochen die fiir Porphyrine 
charakteristische Fluorescenz und das HKmissionsspektrum eines 





eae * cent Rp aie ee a Ht iia = ™ a 

pk i Hag Oe SOC, ee Sai i ee ee eee Ors, - 
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Porphyrins gemessen werden, Befunde die gemeinsam mit 
R. Fikentscher’) erhoben worden sind. Das beobachtete Fluo- 
rescenzspektrum war zu undeutlich fiir die sichere Feststellung, 
Dies gelang erst durch die Extrak- 


welches Porphyrin. vorlag. 
entfetteten Knochenmaterials nach 


tion des zermahlenen und 
H. Fischer mit Salzsiiure, Kindampfen der Extrakte und Uber- 
fiihrung des freien Porphyrins in seinen Ester, der sich leicht mit 
Chloroform von dem Ballast der anorganischen Knochensalze ab- 
trennen lieB. Das Absorptionsspektrum des Porphyrinesters stimmte 
vollstiindig mit demjenigen des von H. Fischer?) aus dem Harn 


') Diese Z. 179, 193 (1931). 

*) Untersuchungen tiber Porphyrie. Hirzel, Leipzig 1929. 

*) Virchows Archiv f. Path. Anat. u. Physiol. 279, 731 (1931). 
4) Diese Z. 95, 34 (1915); 97, 167 (1916). 
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des Porphyrikers Petry isolierten Uroporphyrin tberein; es war 
dagegen deutlich verschieden von dem des Himatoporphyrins, so 
da gegenitber den bisherigen Angaben der Literatur) Uropor- 
phyrin als farbendes Prinzip der Ochronoseknochen wenigstens 
durch spektroskopische Untersuchung sichergestellt) war. 

In Niere und Knochenmark fiel die Untersuchung auf Por- 
plivrin negativ aus. 

Kin neuer Fall von Ochronose (Osteohimochromatose) emes 
Schlachtrindes, den uns wieder Herr Geheimrat M. Borst, Direktor 
des pathologischen Universitatsinstituts, in dankenswerter Weise zur 
Bearbeitung tiberlieB, ermoéglichte uns die Fortsetzung der Arbeit. 
Die diesmal in reichlicher Menge vorhandenen Knochen, zum ‘Teil 
mit Knochenmark, stammten auch dieses Mal von Herrn Professor 
Nieberle, der den neuen Ochronosefall im Leipziger Schlachthof 
beobachtet hatte. | 

Die Knochen waren schwach mahagonibraun gefirbt und 
zeigten im filtrierten, ultravioletten Licht der Hanauer Analysen- 
quarzlampe die prichtig rote, charakteristische Porphyrinfluores- 
cenz, die besonders schon nach dem Entfernen des Periosts her- 
vortrat. Prachtig waren die Fluorescenzerscheinungen insbeson- 
dere am Schidel. Zu dem roten Leuchten der Knochenpartien 
standen die bliulich-weiBen Zahne in Kontrast. Wahrend der 
Schmelz keine Fluoreszenz zeigte, leuchtete das Zahnbeim in emen 
auseinandergesdgten Schneidezahn intensiv rot auf. 

Leider konnten wir auch bei diesem Fall von Ochronose keine 
niheren Angaben iiber sonstige Befunde an dem Tier in ir- 
fahrung bringen. Wie in vielen friiheren Fiillen scheint auch lier 
die Anomalie erst nach dem Abschlachten des Tieres erkannt 
worden zu sein. 

Am wichtigsten waren die Angaben iiber die Farbung des 
Harnes und wher den Porphyringehaltes des Wotes gewesen. Bet 
allen kiinftigen Fallen sollte bei der Untersuchung darauf das 
Hauptaugenmerk gerichtet werden. 

In der Literatur iiber die Ochronose der Schlachttiere existiert unseres 
Wissens nur ein einziger Fall, bei dem einige Zeit vor der Schlachtung ,,blutiger 
Harn* bei einer Kuh beobachtet worden ist, deren Knochenskelett nach dem 
Schlachten schokoladebraune Farbung zeigte. Diesen von Schenk!) be- 
schriebenen Fall erwahnt auch Walther Hausmann?) in seinen Grund 
zigen der Lichtbiologie und Lichtpathologie. Er hat die Vermutung aus. 


') Z. f. Fleisch- und Milchhygiene 12, 155 (1902). 
*) Urban u. Schwarzenberg, S. 171 (1923). 
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gesprochen, daB es sich hier allem Anschein nach um eine Porphyrinurie 
yvehandelt habe. Hausmann betont aber mit Nachdruck, daB bei den be- 
schriebenen Ochronosefallen die Tiere immer vollkommen gesund waren, 
insbesondere sei iiber Veranderungen der Hautoberflache oder pathologische 
Veranderungen an den Hufen nichts mitgeteilt worden. 

In Ermangelung der wichtigen Ausscheidungsprodukte, 
Korperflissigkeiten und vor allem anderer Organe muBten wir 
uns auf die chemische Untersuchung der reichlich zur Verfiigung 
stehenden Knochen und des Knochenmarks beschrénken. 

Die intensive Fluorescenz der Knochen heb eimen hohen 
Farbstoffgehalt vermuten. Leider wurden unsere Hrwartungen 
hier sehr enttaéuscht. Der Gehalt war, wie die Extraktion mit 
chemischen Agenzien ergab, ein fiuberst geringer. Der Weg zur 
Gewinnung des Porphyrins war im wesentlichen derselbe wie bei 
dem friiheren Fall.!) Kinzelheiten werden im experimentellen Teil 
beschrieben. Aus etwa 630 ¢ der entfetteten Knochen erlielten 
wir in zwei Ansiitzen etwa 15 mg analysenreinen krystallisierten 
Porphyrinester (ygl. Fig. 1), der in allen Kigenschaften mit dem 
Uroporphyrinoktamethylester tibereinstimmte. 

Um das wenige, im ersten Versuchsansatz gewonnene Material : 
nicht zu vergeuden, fiihrten wir zuniichst die Identifizierung durch 5 








Fig. 1. Uroporphyrin-Ester aus Ochronose-Knochen., 


Messen der pa-Fluorescenzkurven durch. Diese neuartige, von dem 
einen von uns (H. F.) angegebene?) und gemeinsam mit K. Weber 





und W. Hoerburger ausgearbeitete, plysikalisch-chemische Me- i 
thode zur Charakterisierung und Unterscheidung der Porphyrine a 
é; 

1) Ava. O. 


-) Naturw. IS. Jahre., S. 16 (1929); ausfiihrliche Publikation erfolgt 


demnachst. 
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e 8g hat den Vorteil, daB zur Aufstellung einer pa-Fluorescenzkurve 
- | nur etwa 1,5—2 mg Porphyrin benétigt werden, die so gut wie 
quantitativ zuriickgewonnen werden konnen. 


& 
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Fig. 2. py-Fluorescenzkurve von Uroporphyrin. 
. _Knochenporphyrin OO O Uroporphyrin. 


Die Kurvenbilder von Uroporphyrin (Fig. 2) und [souro- 
porphyrin auf $. 12 zeigen, wie verschieden die Fluorescenz- 
kurven selbst isomerer Porphyrine sind. 
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Fig. 3.) pyy-Fluorescenzkurve von Hamatoporphyrin. 
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Wie aus dem experimentellen Teil hervorgeht, zeigt diese 
Methode die vollstindige Identitit des isolierten Porphyrins mit 
dem Fischerschen Uroporphyrin an. Die pu-Fluorescenzkurven 


2 + eee | Or a | T a ee 





* 0p Ser reapren Lititensa/ 
we 


=~ “3 i 40 $0 60 70 80 90 
ty = 
Fig. 4. py-Fluorescenzkurve von lsouroporphyrin. 


sind so gut wie identisch. Hiimatoporphyrin (Fig. 3) oder Iso- 
uroporphyrin (Fig. 4) kénnen infolge der ganz anders gearteten 
pa-Abhingigkeit der Fluorescenz vollstandig ausgeschlossen werden. 

Die Ausbeute des zweiten Extraktionsansatzes (420 ¢ Knochen- 
mehl) ermoéglechte nun auch noch die [dentifizierung durch Schmelz- 
punkt, Mischschmelzpunkt und Mikroanalyse. 

Der Schmelzpunkt des Esters lag bei 293° korr., der Misch- 
schmelzpunkt mit Uroester zeigte keime Depression. 

Auch die Mikrokohlenwasserstoffbestimmung nach Preg! 
stimmte vorziigheh auf Uroporphyrinester. 

Fir den untersuchten Fall von Ochronose (Osteo- 
himochromatose) eines Schlachtrindes ist somit  be- 
wiesen, daf das aus den Knochen isolierte Porphyrin 
tatsiichlich mit dem Uroporphyrin identisch ist, das 
von H. Fischer zuerst im Harn des Porphyrinkranken 
Petry und spaiterals Kupferkomplexsalzin den Turakus- 
federn aufgefunden worden ist. 

Die zuerst von Schmey!) und spiter von W. Hausmann ®) 
und anderen ausgesprochene Vermutung, dab die kongenitale 
Porphyrie des Menschen und die Ochronose der Schlachttiere in 


') Frankfurter Z. f. Path. 12, 232 (1913). 
2) A.a. O. 
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© so naher verwandtschaftlicher Beziehung zueinander stehen, hat da- 
it = omit eine neue experimentelle Stiitze gefunden. 
n 3 Zu einer Kinschrinkung der SchluBbfolgerungen zwingt uns 


nur noch die geringe Ausbeute an Farbstoff. Wenn man bedenkt, 
daB aus 630 ¢ der immerhin schwach mahagonibraunen Knochen 
nur etwa 15 mg Uroester erhalten worden sind, so driingt sich 
die Frage auf, ob die Knochenfirbung ausschheblich durch Por- 
phyrin verursacht sein solle. Die intensive Fluorescenz der 
Knochen scheidet bei der Beurteilung dieser Frage aus. Denn, 
wie wir wissen, kénnen Porphyrine noch in Verdiinnungen von 
1:108 und mehr in wibriger Losung fluorescieren. Da das [so- 
lierungsverfahren bei erschépfender Extraktion der Knochen nur 
wenlg verlustreich zu sein scheint und auch die Mutterlaugen kein 
nennenswertes Porphyrinspektrum mehr zeigten, dabei aber noch 
stark braunrot gefirbt waren, mui man fast annelimen, dab in 
den Knochen noch andere Farbstoffe vorhanden waren. 

Da in den Arbeiten der alteren Autoren, die sich mit der 


)- : Tierochronose befabten, des 6fteren von Himatin und Hiisno- 
i 4 siderin die Rede ist, war zunichst lie Priifung auf Kisenkomplex- 
| salz (Hiémin) am nichsthegenden. Nachdem uns der eimdeutige 
| »  Nachweis von Uroporphyrin gelungen ist, sind nun auch lier 


iihnlich wie bei der kongenitalen Porphyrie zwei Hamine denkbar, 
nimlich das gewohnliche, sich vom Hiimoglobin — herleitende 
Hiimin und das Urohimin, zumal O. Schumm!) angibt, das Eisen- 
a salz des Uroporphyrins im Petry-Knochen nachgewiesen zu haben. 

In bezug auf das Vorkommen von Hamin und insbesondere 
| _ in bezug auf ihren Gehalt an Hiamin verhielten sich die Knochen 
recht verschieden. Die entfetteten und grieBbfein gemahlenen 
Knochen wurden mit Pyridin behandelt, eventuell noch mut 
Natriumhydrosulfit oder Hydrazinhydrat versetzt und dann 
direkt spektroskopiert. Wahrend bei den schwammigen Knochen 





7 
< (Becken, Schulterblatt usw.) hierbei ein sehr deutliches Héiimo- 
r chromogenspektrum auftrat, war dies bei den langen Rohren- 
m knochen nicht der Fall. Hier war vielmehr mit grober Deutlich- 
keit das alkalische Porphyrinspektrum zu sehen ohne jede An- 
) deutung eines Himochromogenspektrums. Bei den spongidsen 
. Knochen fehlte dagegen das Porphyrinspektrum. 
. &§ Die geringe Ausbeute an Uroporphyrin aus den 630g 


Knochenmehl erklart sich also damit, da der Porphyringehalt der 


') Nach Borst-Kénigsdérffer, S. 191. 
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Knochen ein sehr wechselnder war. Diese Tatsache ist iibrigens 
auch schon bei friiheren Ochronosefillen beobachtet worden, 
wenn auch die Angaben’, welches die farbstoffreichsten Partien 
des Skeletts waren, von Fall zu Fall stark auseinandergehen. 
Hiitten wir ausschlieBlich lange Rohrenknochen fiir die Isolie- 
rung verwenden kénnen, deren hoher Farbstoffgehalt schon aus 
dem deutlichen Spektrum des Knochenmehles ersichtlich war, so 
wiire die Ausbeute sicher weit giinstiger gewesen. 

Kinen Anhaltspunkt fiir das Vorhandensein von Urohimin 
konnten wir nicht gewinnen. 

Die Kisenbestimmung im Knochenmehl ergab keinen héheren 
Wert als bei gesunden Knochen. 

Wie bei dem letzten Fall von Ochronose, so war auch diesmal 
im) Knochenmark emes Réhrenknochens kein Porphyrin nach- 
welsbar. 

Versuchsteil. 


Die zur Wntersuchung gelangenden Knochen waren hell- 
mahagonibraun gefairbt und fluorescierten im ultravioletten Licht 
intensiv rot. Das Fettmark der groben Markhoéhlen war gelblich 
weib, zeigte keine Fluorescenz. Das tiitige Zellmark der schwam- 
migen Knochen war dunkelbraun gefirbt ohne zu fluorescieren. 


Extraktion der Knochen mit Salzsaure. 


200 ¢ verschrotete Knochen (Schulterblatt) wurden, nach- 
dem sie im Soxhlet mit Alkohol und dann mit Ather weitgehendst 
entfettet waren, mit 300 cem 5°/,iger Salzsiure iibergossen, nach 
dreitiigigem Stehen der Extrakt dekantiert und durch Salzsiure 
ersetzt. Nach fiinfmalger Wiederholung war der Farbstoff bis 
auf geringe Spuren extrahert. Die vereinigten, filtrierten, rot- 
braunen Ausziige wurden im Vakuum zur Trockne eingedampft.!) 
Die entstehenden braunlich gefirbten, véllig trockenen Salz- 
krusten wurden mit reichlich schwefelsiurehaltigem absolutem 


') Hierzu verwendeten wir anfanglich einen groBen Hausmann- 


Exsiccator, doch erwies sich diese Apparatur nicht als zweckdienlich, da wir 


einerseits bei Verwendung von Vakuumfett als Dichtungsmittel eine Ver- 
unreinigung unserer Extrakte mit Schmieren nicht verhindern konnten, 
andererseits der spater als Dichtung benutzte Gummiring zu sehr angegriffen 


wurde und ebenfalls eine Quelle fiir Verunreinigungen war. Wir griffen daher 


schlieBlich auf Claissenkolben zuriick, wobei wir das kleinere Volumen der Kolbe: 
in Kauf nahmen, was besonders im Hinblick auf die zuriickbleibenden groBe: 
Mengen Salzkrusten unangenehm war. 
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Methylalkohol so versetzt, daB mehr Schwefelsiure vorhanden 
war, als zur Ausfallung der Kalksalze notwendig gewesen wiire. 
Nach 24stiindigem Stehen wurde noch !/, Stunde am Rickflub- 
kiihler aufgekocht. 

Der rotbraune, methylalkoholische Extrakt wurde _filtriert 
und im Scheidetrichter mit Chloroform versetzt; nach dem 
Durchschiitteln wurde mit viel Wasser entmischt. Nach mehr- 
maligem Waschen mit Wasser wurde die Chloroformlésung mit 
Kaliumearbonat getrocknet, emgedampft und, wie unten be- 
schrieben, zur Krystallisation gebracht. Die Ausbeute an Farb- 
stoff war so gering, dab sie zwar fiir die Aufstellung der Fluores- 
cenzkurve ausreichend war, eine Bestitigung dieser Art Identi- 
fizierung durch Schmelzpunkt und Analyse jedoch ausgeschlossen 
war. Es wurde deshalb ein neuer Ansatz, diesmal mit 420 ¢ 
Knochenschrot gemacht. Die Aufarbeitung geschah auf die- 
selbe Art. 

Der nach dem Verdampfen der Chloroformlésung zuriick- 
bleibende Farbstoff war stark mit Fetten und Schmieren  ver- 
unreinigt. Eine Reinigung des Farbstoffs auf dem gebriuchlichen 
Weg, Umkrystallisieren aus Chloroform-Methylalkohol, gelang 
nicht. Wir lésten deshalb wiederholt in wenig Chloroform und 
fiillten die Farbstofffraktion mit Ather. Aus den schwach gelb 
vefiirbten Mutterlaugen krystallisierte nach Verdampfen des 
Athers fast farbloses Fett. Erst nach Beseitigung der Fette 
schritten wir zur Krystallisation aus Chloroform-—Methylalkohol, 
wobe1 nunmehr der Porphyrinester rein in kleinen  verfilzten 
Nidelehen (vgl. Fig. 1) auskrystallisierte. Die methylalko- 
holischen Mutterlaugen waren noch tiefbraun  gefiirbt von 
melanoiden Farbstoffen. Sie wurden zur Trockne eingedampft. 
Nach dem Aufnehmen mit einer Spur Chloroform und Zugabe 
von viel Methylalkohol schied sich nochmals etwas Farbstoff ab. 
Die Ausbeute an Porphyrinester betrug insgesamt etwa 15 mg. 


Aufstellung der p,,-Fluorescenzkurve. 


Ausgehend von einer Beobachtung von Fink!), daB die 
Stirke der Porphyrinfluoreszenz vom px der Lésung abhingig 
ist, haben Fink und Weber?) eine Methode ausgebaut, die neben 
der genauen Bestimmung des Fluorescenzminimums der Por- 


') Biochem. Z 211, 65 (1929). 
*) Naturw. 18, 16 (1930). 
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phyrine, auf Grund der mannigfaltigen Gestaltung der px-Fluores- 
cenzkurven eine neue Klassifizierungsmoéglichkeit der Blut- un’ 
Blattfarbstoffporphyrine bietet. Uber diese Untersuchungen, dis 
von uns fortgesetzt werden, wird demnichst berichtet. Die Aus- 
fiihrung der Messung dieser pu-Fluorescenzkurven gestaltet sich 
kurz foluendermaBen. 

iis wird eime Pufferserie hergestellt, die aus dem sauren Ge- 
biet, von ungefiihr pa 2 an, in Stufen von 0,2 pa-Kinheiten bis 
etwa pu § fiihrt. Als fiir unseren Zweck geeignetsten Puffer 
fanden wir den von Mace Ilvaine') angegebenen, der aus einer 
'. molaren sekundiren Natriumphosphatlésung und aus einer 
1) molaren Citronensiurel6sung zusammengesetzt ist. In 30 cem 
Puffergemisch — hinreichend fiir Fuorescenz- und pxa-Messung 
geben wir gleiche Mengen emer Porphyrinl6sung; zur cenaueren 
Dosierung verwenden wir dabei ein Stalagmometer nach Prof. 
Traube. 

Zur vergleichenden Messung der einzelnen Lichtintensitiéten 
beniitzen wir das Stufenphotometer der Firma Carl Zeiss in 
Jena.?) Als Lichtquelle dient eine Hanauer Analysenquarzlampe. 
Die beiden Instrumente werden so aufgebaut, daB das Licht des 
Brenners nicht direkt, sondern in stumpfem Winkel in die Ob- 
jektivéffnungen eindringt, selbstredend auch so, da’ beide Ob- 
jektive gleichmibig beleuchtet werden. Zur Messung kommen 
nun die zu untersuchenden Proben in Glaskiivetten von 30 mm 
Tiefe, die in Flissigkeitspriifern, welche vor den beiden Objektiv- 
Offmungen des Stufenphotometers aufgeschraubt werden, zu stehen 
kommen. Jede Probe wird 4mal gegen die andere vergleichen 
vemessen, sodann eine Seitenvertauschung vorgenommen. Da man 
eine absolute Parallelitat der Glaskiivetten mit dem Quarzbrenner 
der Lampe nie erreicht, werden durch diese Seitenvertauschung 
die eventuellen Untersehiede in der Belichtung der einzelnen 


Proben weitgehendst ausgeschaltet. Auch nach der Seiten- 


vertauschung werden 4 Ablesungen gemacht und aus den 8 Ab- 
lesungen der Mittelwert zur Berechnung der relativen  Licht- 
emissionswerte genommen. 

Bei der Durchmessung einer pxa-Serie gehen wir so vor, dal 


a se 





pee ee 








wir bei dem sauersten Puffer beginnen und ihn mit den in der 7 


') Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration von Fliissiz- 
keiten. Dr. E. Mislowitzer, Berlin. ; | 
2) Kine ausfiihrliche Beschreibung des Instruments findet man in dem 4 
von der Fa. Zeiss herausgegebenen Katalog iiber das Stufenphotometer. 4 
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pu-Reihe folgenden vergleichen, diesen mit dem nachsten usw. 
Haben wir auf diese Weise eine Serie durchgemessen, so be- 
stimmen wir die px-Werte der einzelnen Proben mit dem Elektro- 
ionometer nach Professor Liiers. Bei der Berechnung der Kurven 
gehen wir aus von der Probe mit geringster Lichtemission, diese 
gleich 1 setzend, und ermitteln von ihr aus die steigenden Licht- 
emissionswerte sowohl des saueren wie des alkalischen Astes. 
Die Logarithmen dieser errechneten Werte multipliziert mit 10, 
werden sodann in der Kurve aufgetragen. 

Uroporphyrin (Vergleichspraparat): Einwage 2,105 mg; verseift und 
gelést in 2 com n/10-NaOH, aufgefillt auf 54,39 com; Tropfenzahl auf 30 ccm 
Puffer: 10. 

Knochenfarbstoff: Einwage 1,935 mg; verseift und gelést in 2 ccm 


n/10-NaCH; aufgefiillt, zur Erreichung gleicher Konzentration, auf 50 ccm; 
Tropfenzahl auf 30 ccm Puffer: 10. 























Uroporphyrin Aus den Knochen isoliertes Porphyrin 
10-log der relativen 10-log der relativen 
Pu gemessen |" Tichtintensitét | PH gemessen Lichtintensitat 
2,35 3,654 2,49 3,304 
2,56 0,644 2,68 0,644 
2,74 0,086 2,88 0,043 
2,95 0,000 3,07 0,000 
3,15 0,086 3,25 - 0,086 
3,31 0,827 3,46 0,899 
3,54 2,041 3,68 8,350 
3,79 9,991 3,93 10,175 
3,99 11,461 4,21 12,652 
4,18 12,895 4,34 13,021 
4,35 13,974 4,51 14,164 
4,56 15,051 4,72 15,276 
4,80 16,127 4,95 16,242 
4,99 16,662 5,16 16,785 
5,21 17,041 5,36 17,242 
5,33 17,500 5,52 17,656 
5,53 17,723 5,72 17,874 
5,74 17,944 5,89 18,088 
5,95 18,215 6,05 18,221 
6,14 18,438 6,22 18,401 
6,31 18,609 6,38 18,530 
6,46 18,791 6,53 18,621 
6,63 18,915 6,69 18,704 
6,83 18,965 6,99 18,744 
7,05 19,052 7,10 18,830 
7,25 19,138 7,41 18,915 
7,49 19,185 7,67 18,954 
7,66 19,273 7,81 19,003 
7,85 19,314 7,99 19,084 
8,03 | 19,365 8,10 19,175 
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Die erste Kurve stellt die px-Fluorescenzkurve des Uro- 
porphyrins dar (Fig. 2); die mit Kreisen markierten Punkte sind 
mit Uroporphyrin erhalten, die mit Dreiecken markierten Punkte 
sind die des Knochenfarbstoffs. Die Werte beider Farbstoffe 
hiefern Kurven (vgl. 5.11 und 12), die sich decken; es zeigt 
sich also durch die Fluorescenzmessung die Identitaét des Farb- 
stoffs aus den Knochen mit normalem Uroporphyrin. 

Hamatoporphyrin: Einwage 4,2 mg gelést in 2 Tropfen konzentrierter, 
waBriger Citronensdéurelésung unter Zusatz von 1 ccm Alkohol, aufgefiillt auf 
100 ccm; Tropfenzahl auf 30 ccm Puffer: 10. 


Isouroporphyrin: Einwage 4 mg gelést in 1 ccm n/10-NaOH, aufgefiillt 
auf 100 ccm; Tropfenzah] auf 30 ccm Puffer: 10. 























Hamatoporphyrin Isouroporphyrin 
| 10-log der relativen 10-log der relativen 
tai te Lichtintensitat a Lichtintensitat 
2,0 7,9 2,0 5,0 
2,19 8,2 2,15 4,6 
2,41 7,9 2,39 4,1 
2,62 7,6 2,62 3,8 
2,82 6,9 2,82 3,6 
3,0 6,1 3,01 3,2 
3,37 3,9 3,38 2,6 
3,58 2,7 3,58 2,1 
3,78 1,6 2,82 1,6 
3,98 0,7 4,02 0,7 
4,20 0,08 4,22 0,5 
4,37 0,0 4,40 0,2 
4,59 0,3 4,57 0,0 
4,80 1,1 4,81 0,3 
4,99 1,5 5,02 1,2 
5,14 2,0 5,22 1,9 
5,38 2,9 5,39 2,6 
5,62 3,7 5,60 3,5 
5,76 4,2 5,81 4,9 
6,0 4,6 5,95 6,0 
6,18 5,1 6,16 7,0 
6,33 5,1 6,35 744 
6,52 5,2 6,51 8,3 
6,73 5,2 6,70 9,0 
6,94 5,2 6,98 9,4 
7,16 5,1 7,15 9,8 
7,35 5,0 7,33 10,0 
7,56 4,9 7,57 10,3 
7,77 4,8 7,74 10,2 
7,94 4,6 7,92 10,4 
8,53 3,9 8,75 10,4 











DaB es sich bei dem Farbstoff nicht um Hamatoporphyrin, 
von dem wiederholt in alterer Literatur iiber Ochronose die Rede 
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ist, handeln kann, zeigt deutlich der andere Verlauf der px-Fluores- 
cenzkurve des Hamatoporphyrins (Fig. 3), welche wir beifiigen. 
| Um weiterhin zu demonstrieren, wie verschieden gestaltet die 

Kurven auch von isomeren Porphyrinen sind, bringen wir noch 
die pa-Fluorescenzkurve des Isouroporphyrins (Fig. 4). 

Kine Diskussion der px-Fluorescenzkurven von Porphyrinen 
fillt auBerhalb des Rahmens dieser Veréffentlichung; wie bereits 
oben gesagt, soll demnichst iiber diesen Teil unserer Unter- 
suchungen eingehendst berichtet werden. 
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; : Identifizierung des Farbstoifes mit Uroporphyrin durch Analyse. 
Eine Mikrokohlenwasserstoffverbrennung der Substanz nach Pregl}, die 
i im organischen Laboratorium der Technischen Hochschule Miinchen (Geheim- 
i rat Hans Fischer) von Herrn Dr. Unterzauger ausgefiihrt wurde, lieferte 

' folgende Werte: 

4,360 mg Substanz gaben 9,475 mg CO,, 2,305 mg H,O, 0,045 mg Asche. 

C,sH;,0,,.N, (942,46) Ber. C 61,129, H 5,78, 
Gef. ,, 61,28 » 5,98 
unter Beriicksichtigung der Asche. 


Die Werte stimmen vorziiglich auf Uroporphyrin. 








Eisenbestimmung im Knochen. 


28,03 g entfettete Knochen wurden im Platintiegel verascht, der Riick- 
stand in einem Gemisch von verdiinnter Salzsiure und verdiinnter Salpeter- 
sure aufgenommen und auf 100 ccm verdiinnt. Die Eisenbestimmung erfolgte 
nach den Angaben von Griinhut.!) In einem Glaszylinder wurden 5 ccm 
obiger Lésung mit 15 ccm destilliertem Wasser verdiinnt und mit 5 ccm 
Kaliumrhodanidlésung versetzt; sodann wurde mit 10 ccm Ather aus- 
geschiittelt. In einem zweiten, gleichgroBen Cylinder kommen 20 ccm destil- 
liertes Wasser, 0,25 ccm Salpetersiure, 5 ccm Kaliumrhodanidlésung und 
10ccm Ather. Dazu gaben wir aus einer Biirette so lange eine Eisenammoniak- 
alaunlésung bekannten Gehalts, bis in den beiden Atherschichten Farbgleich- 
heit eingetreten war. Die Eisenbestimmung ergab in 100 g Ochronose-Knochen 
32,82 mg Eisen. Die gleiche Bestimmung aus einem normalen Knochen ergab 
29,8 mg Eisen in 100 g Knochen. Ein Unterschied im Eisengehalt liegt dem- 
nach nicht vor. 


Untersuchung des Knochenmarks. 


Bei der Untersuchung des Knochenmarks wurde nach den 
Vorschriften H. Fischers verfahren. 

51 g Knochenmark (aus Réhrenknochen) wurden mit 100 ccm 
Kisessig angerihrt und 8 Tage stehen gelassen. Die Verarbeitung 








1) Untersuchung von Wasser und Abwasser. Leipzig 1914. 
2Q* 
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des Hisessigextraktes erfolgte nach der EHisessig—Athermethode. 
Kein Porphyrinspektrum im Ather, kein Befund in 5°/,iger 
Salzsiure; Restéther ohne Spektralbefund. 

Die Riickstiénde von der Hisessigextraktion wurden im Vakuum 
von Eisessig befreit und in 5°/,ige Bicarbonatlésung eingetragen, 
schlieBlich noch mit Pyridin behandelt. In beiden Fallen kein 
Spektralbefund. 

Nach AufschluB von Knochenmark mit konzentrierter 
Schwefelséure im Kjeldahlkolben wurde mittels der colorimetrischen 
Eisenbestimmung nach Griinhut auf 100 g Mark 89,07 mg Eisen 
festgestellt. 

Ausloseversuche. 


In der Literatur tiber Osteohimochromatose (Tierochronose) 
wird verschiedentlich tuber Ausléseversuche berichtet, die die ein- 
zelnen Autoren mit den pigmentierten Knochen angestellt haben. 
Wahrend von saémtlichen Autoren iibereinstimmend festgestellt 
wird, daB das Pigment mit Wasser und organischen Lésungsmitteln 
aus dem Knochen nicht extrahierbar ist, weichen die Angaben 
iiber Ausléseversuche mit Séuren und Laugen so wesentlich von- 
einander ab, daB wir mit dem uns vorgelegenen Knochenmaterial 
diese Versuche wiederholten. In der folgenden Ubersicht stellen 
wir die Ergebnisse unserer Ausléseversuche und die in der Literatur 
iiber Osteohimochromatose angegebenen Versuche zusammen. 

Die Ausléseversuche haben wir vorgenommen an entfetteten 
und nicht entfetteten Knochen; wo Lésung des Pigmentes eintrat, 
ging sie bei den entfetteten Knochen schneller vor sich als aus 
den nicht entfetteten. 

Zu den einzelnen Versuchen ist zu bemerken: Bei der Be- 
handlung mit 5°/,iger Schwefelsiure war 3 Wochen nach Ansatz 
das Knochenstiickchen gelést bis auf einen staubfeinen Bodensatz 


von Gips. 

Bei der Behandlung mit 5°/,iger Salpeterséiure ging die ge- 
samte Knochensubstanz in Lésung; der hellgelbe Extrakt ent- 
halt nicht mehr das Porphyrin; er zeigt kein Spektrum und keine 
Fluorescenz. 

Aus entfetteten Knochen 1a8t sich der Farbstoff durch 
1/,stiindiges Kochen mit 10°/,iger Sodalésung in gréBerer Menge 
auskochen. Doch findet diese Auslésung nur oberflachlich statt; 
nach Entfernung der oberen Knochenpartien zeigen die darunter 
liegenden Schichten wieder intensive Fluorescenz. 
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Direkte spektroskopische Untersuchungen am Knochenmaterial. 

Durch direktes Spektroskopieren von Knochenschliffstiicken hat 
O. Schumm’) sowohl bei menschlichem Porphyrin wie bei tierischer Osteo- 
himochromatose Porphyrin nachweisen kénnen. 

Kleine Mengen entfettetes Knochenschrot, teils auch 2—3 mm 
dicke Knochenblattchen aus verschiedenen Teilen des Knochen- 
systems wurden an einer starken Lichtquelle direkt spektro- 
skopiert. Zu diesem Zweck wurden sie vorher mit Pyridin wber- 
gossen und etwa 4/, Stunde darin liegen gelassen. Durch diese 
Vorbehandlung wurde eine, wenn auch nicht weitgehende, Auf- 
hellung der Knochensubstanz erreicht. Nur in reiner Knochen- 
substanz, stammend aus einem langen Rodhrenknochen, der sorg- 
faltig vom Mark und Periost befreit war, erhielten wir ein sehr 
deutliches Porphyrinspektrum, allerdings mit wenig scharfer Be- 
grenzung der Streifen. 


I. 619—613; II. 586—563; III. 552—539; IV. 524—502. 


— —— _—_—_——X— _—_—— 
617 : 574 546 
Wurde das Knochenschrot statt mit Pyridin mit Wasser angeteigt, 
konnte folgendes noch mehr verwaschene Spektrum festgestellt werden: 
I. 619—609; II. 576—561; III. 542—533; IV. 513—501. 
a Eee a eee eee 
614 569 537 507 
In Rippe und Becken, beobachtet teils als Pulver, teils in diinnen Blatt- 
chen, konnte mit Pyridin + Hydrazin lediglich das Himochromogenspektrum 
erkannt werden, was auf Blutfarbstoff hindeutet. 


I. 564—553; II. 535—516. 


—_—_—_—_— 
557 52 
Spektroskopiert wurde in einer 5 mm-Kiivette, in der wir das Knochen- 
pulver mit einem Glasstab dauernd aufriihrten. 
Das Pyridin, in dem kleine Stiicke vom Becken lagen, war deutlich 
rotbraun gefirbt und zeigte ebenfalls das Himochromogenspektrum. 
I. 563—552; II. 535—517. 


Seeenheenne tiie I 


557 526 





Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir bestens fiir ihre Unterstiitzung, Herrn Geheimrat Hans 
Fischer fiir die Uberlassung der Vergleichspriparate. 


1) Abderhalden, Handbuch der biol. Arbeitsmeth. Abt. I Teil 8, 
S. 360—364. 
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Uber die Spezifitit der Saccharasen. 


Von 


Hans Pringsheim, Helena Borchardt und Fritz Loew. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1931.) 


Im AnschluB an die Auffindung einer Maltase im Gersten- 
malz!) und die Annahme ihrer spezifischen Verschiedenheit von der 
Hefemaltase hat J. Leibowitz?) ee Vorstellung vom Wirkungs- 
mechanismus der Saccharasen entwickelt, derzufolge das erstere 
Ferment mit einer Affinitét zum Glucoseteil und das zweite mit 
einer solchen zum Glucosidoteil ausgestattet sein soll. Er unter- 
scheidet demnach eine Gluco-maltase, zu der neben der Malz- 
maltase die Taka-maltase und gewisse tierische maltatische Fermente 
zu rechnen sind und eine Glucosidomaltase, deren wichtigster 
Vertreter die Hefemaltase ist. Die Ubereinstimmung des letzteren 
Fermentes mit der «-Glucosidase kann nach den eindringenden 
Forschungen von Willstatter*) als erwiesen gelten. 

Im Gegensatz dazu hat Weidenhagen*) in den letzten 
Jahren eine Theorie iiber die Spezifitat der ,,Saccharasen‘ entwickelt, 
die als die nachstliegende sehr bestechend erscheint, wenn sie nur 
mit den experimentellen Tatsachen in Ubereinstimmung gebracht 
werden kénnte. Wir werden zeigen, daB die vielfachen Bemiihungen 
Weidenhagens in dieser Richtung jedoch nicht als gelungen 
bezeichnet werden kénnen. Nach dieser Theorie kann iiberhaupt 
zwischen Glucosidasen und Carbohydrasen nicht unterschieden 
werden, «-Glucosidase ist gleich Maltase und sie wirkt tiberall da 
enzymatisch spaltend, wo ein «-Glucosidorest an ein Glykon oder 





1) Pringsheim u. Leibowitz, Biochem. Z. 161, 456 (1925). 

2) Leibowitz, Diese Z. 149, 184 (1925); Leibowitz u. Mechlinski, 
Diese Z. 154, 64 (1926). 

3) Willstatter, Kuhn u. Sobotka, Diese Z. 184, 224 (1924). 

‘) Weidenhagen, Z. d. Vereins d. Deutschen Zuckerindustrie 78, 788 
(1928); 79, 116 (1929); 80, 12 (1930). 
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Aglykon gebunden ist, z. B. in dem «-Glucosido-h-fruktosid, dem 
Rohrzucker. Und genau so soll f-Glucosidase spezifisch auf die 
Hydrolyse jedes unsubstituierten #-Glucosidorestes, ja jede Glyko- 
sidase z. B. auch eine h- oder am-Glykosidase auf einen entsprechen- 
den Pyro- oder Furanoserest eingestellt sein. Spezifische Disac- 
charasen wie Saccharase, Maltase usf. giibe es demnach iiberhaupt 
nicht. 

Nach den Forderungen der Weidenhagenschen Theorie 
miBte die natiirliche Trehalose, welche einwandfrei als «-Glucosido- 
a-Glucosid charakterisiert ist!), von der «-Glucosidase gespalten 
werden, was jedoch nach den eigenen Feststellungen dieses 
Forschers*) nicht der Fall ist. Auch der von Weidenhagen mit 
aller Nachdriicklichkeit gezogene Schlu8, daB ein Ferment, welches 
Maltose spaltet, also «-Glucosidase enthalt, Rohrzucker spalten 
mu, kann nicht mehr aufrecht erhalten werden, nachdem nach- 
gewlesen wurde, daB Autolysesifte von Bacterium coli Maltose 
spalten, ohne auf Rohrzucker die geringste Einwirkung zu haben.*) 


Uber diese Feststellung hinaus 1i8t sich nun aber, wie das 
schon von Leibowitz angegeben wurde, die Verschiedenheit der 
in der Takadiastase vorhandenen Maltase von a-Glucosidase als 
sicher erweisen. Derselbe Beweis gelang uns fiir die im Mycelpilz 
Aspergillus Wentii aufgefundene Maltase.4) Weidenhagen, 
welcher mit einer Enzymlésung aus Aspergillus orizae gegenitiber 
a-Methylglucosid nur einen qualitativen Versuch ausfihrte’), 
beanstandet im Prinzip die Versuche von Leibowitz durch die 
Annahme, da8 das Ausbleiben der Spaltung von «-Methylglucosid, 
z.B. im Falle der Gerstenmaltase auf die Verwendung einer Ferment- 
lésung mit zu wenig Maltaseeinheiten zuriickzufihren sei. Mit 
Gerstenmaltase fanden wir nach 40stiindiger Einwirkung keine 
Spaltung von «-Methylglucosid und 40°/,ige Maltosehydrolyse. 

Um dem Einwand von Weidenhagen zu begegnen, haben wir 
eine nach Willstatter gewonnene Hefemaltase auf die in unserem 
Pilzenzym enthaltene Maltaseeinheit gebracht und nun die beiden 
Fermente unter sonst gleichen Bedingungen bei denselben Tem- 





1) Hudson, J. Amer. Chem. Soc. 38, 1571 (1916). 

2) Z. d. Vereins d. Deutschen Zuckerindustrie 78, 792 (1928); 79, 139 
(1929). 
3) Karstroem, Dissertation Helsinki 1930; Biochem. Z. 228, 399 (1931); 
Myrbick, Diese Z. 198, 196 (1931). 

4) Pringsheim u. Zemplén, Diese Z. 62, 367 (1909). 

5) Z. d. Vereins d. Deutschen Zuckerindustrie 78, 795 (1929). 
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peratur- und Konzentrationsverhiltnissen die gleiche Zeitdauer 
auf Maltoselésung von der gleichen Aziditét von px = 5,2 zum 
Ansatz gebracht. Hierbei zeigte sich, daB das Ferment der Taka- 
diastase und des Aspergillus Wentii Maltose iiber 80°/,, «-Methyl- 
glucosid jedoch gar nicht spaltete, wahrend die Hefemaltase selbst 
unter der fiir sie nicht ginstigen Aciditaétsbedingung eine hdéhere 
Spaltung des «-Methylglucosides als der Maltose ausiibte. Es 
gibe gegen unser Ergebnis noch einen weiteren, wenn auch sehr 
weit hergeholten Einwand, daB namlich infolge der Anwesenheit 
von Begleitstoffen die Spaltungsméglichkeit des «-Methylglucosids 
in einen anderen Aciditaétsbereich verschoben sein kénnte. Aber 
auch dieses trifft nicht zu, da a-Methylglucosid von den Pilz- 
fermenten auch bei pu 4, pa 6, pu 6,8 nicht gespalten wurde. 

Bei dieser Feststellung mu8 jedoch hervorgehoben werden, 
daB der Gehalt verschiedener Mycelpilze an zuckerspaltenden 
Fermenten nach der Rasse wechseln kann: So waren wir einmal 
im Besitze einer Takadiastase, die etwas «-Glucosidase enthielt. 
Ferner stellten wir fest, daB entgegen den friiheren Versuchen in 
einem neuerdings aus dem Zentralbureau fiir Schimmelpilzkultur 
in Baarn, Holland bezogenen Penicillium purpurogenum kein rohr- 
zuckerspaltendes Ferment vorhanden war, andererseits spaltete der 
kiirzlich vom Institut fiir Garungsgewerbe erhaltene Aspergillus 
Wentii Raffinose nicht wie friiher vollkommen, sondern nur in 
Fruktose und Melibiose. 

Nach den bisherigen Feststellungen und weiteren im Gange 
befindlichen Untersuchungen schlieBen wir uns nicht ohne weiteres 
der Meinung von Myrback?) an, ,,daB nun die Spezifitats- 
verhaltnisse der Carbohydrasen noch verwickelter werden“‘, sondern 
wir halten es fiir durchaus wahrscheinlich, daB die von Leibowitz 
aus unserem Laboratorium entwickelten Vorstellungen das Richtige 
treffen und kommen hierauf noch zuriick. Jedenfalls halten wir 
das Vorkommen zweier Maltasen, die sehr gut als Glucosido- und 
Glucomaltase bezeichnet werden, fiir erwiesen. 


Experimenteller Teil. 


Taka-Maltase. 


100 ccm einer 4°/,igen Losung kauflicher Taka-Diastase wurden 
in einem Cellophansackchen bis zum Verschwinden der Reduktions- 
kraft 72 Stunden gegen destilliertes Wasser dialysiert und als 





1) A.a. O. 
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Fermentlésung verwandt. Es wurde fiir alle Versuche folgender 
Ansatz benutzt: 

5cem 1°/sige Maltoselésung bzw. 1°/,ige a«-Methylglucosid- 
losung, 5ccm Pufferlésung, 10 ccm Fermentlésung, Versuchs- 
temperatur 38°, Versuchsdauer wechselnd. Die Wirksamkeit des 
Ferments wurde durch Titration von 5 ccm nach Bertrand. be- 
stimmt. Jede Probe wurde vorher nach Folin und Wu mit 
Natriumwolframat enteiweiBt. 


Versuch I. 


Prifung der Takadiastaselésung gegen Maltose (Versuchsdauer 6 Stunden) 
und «-Methylglucosid (Versuchsdauer 24 Stunden). 


Maltosespaltung bei px 5,2 (Phosphat). 


Zeit in Stunden mg Cu 9°, Spaltung 
0 13,9 — 
6 22,3 66 
a-Methylglucosidspaltung bei pq 5,2 (Phosphat). 


Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 0,16 — 
24 0,19 —— 


Wir fiihrten denselben Versuch waihrend 4 Stunden durch, 
damit die Spaltung noch in den Bereich der monomolekularen 
Reaktion fallt, um eimen einwandfreien Vergleich mit der Hefe- 
maltase zu ermdéglichen. 

Versuch IT. 
Zeit in Stunden mg Cu 9°, Spaltung 
0 13,9 — 
+ 19,1 40 

Wir stellten eine Hefemaltase nach Willstatter?+) dar, die in 
unverdiinntem Zustande nach unserem Ansatz bei px 5,2 wahrend 
4 Stunden Maltose und «-Methylglucosid zu etwa 70°/) spaltete. 
Sie wurde dann so verdiinnt, daB ihre Maltosespaltung ungefahr der 
Maltosespaltung durch die Pilzmaltasen entsprach. 


Versuch III. 
Versuchsdauer 4 Stunden 
Spaltung durch 


Takamaltase Hefemaltase 
Maltose a-Methylglucosid Maltose a-Methylglucosid 
°/, Spaltung °/, Spaltung °/, Spaltung °/, Spaltung 
40 — 40 49 


1) Willstatter u. Steibelt, Diese Z. 111, 168 (1921). 
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Versuch IV. 


Spaltungsversuch des a-Methylglucosids durch Takamaltase 
bei verschiedenem pg (Versuchsdauer 24 Stunden). 


PH mg Cu °/, Spaltung 
4,0 0,25 — 
5,2 0,05 — 
6,0 0,1 —- 
6,8 0,05 — 


Es wurde gezeigt, daB die geringe auftretende Reduktionskraft 
durch Einwirkung der Pufferlésung auf die Fermentlésung bei 
88° wihrend 24 Stunden zuriickzufihren ist. 

Diese Versuche zeigen also, daB das «-Methylglucosid von 
der Takamaltase im Gegensatz zur Hefemaltase nicht gespalten 
wird. 


Aspergillusmaltase. 


Zur Gewinnung des Mycels wurde eine Reinkultur des Asper- 
gillus Wentii auf eine sterilisierte aus Rosinenmost und Robr- 
zucker (5/9) bestehende Nahrlésung (Aciditét: pa = 4,5) in 
Erlenmeyerkolben abgeimpft. Der Bodendurchmesser, der mit je 
100 ccm Nahrlésung beschickten Kolben betrug etwa 15 cm. Nach 
durchschnittlich einwéchentlichem Wachstum bei 27° wurde der 
Pilz geerntet, mit Wasser gewaschen, das Wasser in der Hand- 
presse abgepreBt, die Waschung und Pressung wiederholt und das 
Ferment auf drei verschiedene Arten gewonnen: als im Exsiccator 
getrocknetes Trockenmycel, als wiBriger Auszug und als Pilz- 
preBsaft.+) 


A. Versuche mit Trockenpilz. 


Ansatz: 5 ccm 1°/,ige Maltoselésung bzw. «-Methylglucosid- 
lésung, 5 com Pufferlésung, 200 mg Trockenpilz, 10 cem Wasser. 
5cem wurden nach vorheriger EnteiweiBung nach der Zucker- 
titration von Bertrand titriert. 


Versuch V. 
Spaltung von Maltose und «-Methylglucosid bei py 6 


Maltosespaltung. 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 13,9 — 
24 19,4 42 





1) Vgl. Diese Z. 62, 375 (1909). 
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a-Methylglucosidspaltung. 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 


0 0,15 — 
48 0,15 — 


Versuch VI. 
Spaltungsversuch des «-Methylglucosids bei verschiedenem px. 
(Versuchsdauer 48 Stunden). 


PH mg Cu °/, Spaltung 
4,0 0,15 — 
4,5 0,15 — 
5,0 0,15 — 
6,0 0,15 —— 
7,0 0,15 — 
7,5 0,15 — 


B. Versuche mit waBrigem Pilzauszug. 


Der Inhalt von 7 Kolben wurde nach der schon oben an- 
gegebenen Vorbehandlung mit Sand zerrieben, mit wenig Toluol— 
Wasser im Eisschrank stehen gelassen, dann abfiltriert und auf 
50 ccm mit Wasser aufgefiillt. 

Ansatz: 5 cem 1°/sige Maltose- bzw. «-Methylglucosidlésung, 
5 ccm Pufferlésung px = 6,0, 5 ccm Pilzauszug, 5 ccm Wasser. 
Es wurden wieder 5 ccm der Loésung titriert. 


Versuch VII. 
Spaltung von Maltose und «-Methylglucosid. 


Maltosespaltung. 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 13,9 — 
24 16,7 26 


a-Methylglucosidspaltung. 


Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 0,15 — 
48 0,15 — 


C. Versuche mit PilzpreBsaft. 


Nach dem 24stiindigen Stehen des zerriebenen Mycels mit 
etwas Wasser im Eisschrank wurde der Pilz in der hydraulischen 
Presse unter 800 Atm. Druck abgepreBt. Bei Versuch VIII wurde 
der PreBsaft von 7 Kolben genommen und auf 50 ccm mit Wasser 
aufgefiillt, bei Versuch IX und X wurde der Inhalt von je 27 Kolben 
verwendet und auf 100 ccm aufgefillt. 
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: Ansatz: 5ccm 1°/,ige Maltose- bzw. a-Methylglucosid- 
' — Jésung, 5 ccm Pufferlésung, 10 ccm PreBsaft. 


Versuch VIII. 
Spaltung von Maltose und a-Methylglucosid bei pg 5,0. 


Maltosespaltung. 
[. 4 Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
P 0 13,9 — 
| 48 22,1 64 


a-Methylglucosidspaltung. 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 


r 
ys hsp la RR ae ali Ra Say eR ee I AN es Cb a Lad ST 


0 0,15 — 
48 0,15 — 
Versuch IX. 


Versuchsdauer 4 Stunden. 
Spaltung durch 


f Aspergillusmaltase Hefemaltase 

| Maltose a-Methylglucosid Maltose a-Methylglucosid 
°/, Spaltung °/, Spaltung °/, Spaltung °/, Spaltung 
9 31 ” 40 49 


Die hohe enzymatische Wirksamkeit dieses PreBsaftes er- 
moglichte uns einen eindeutigen Vergleich mit der Wirksamkeit 
der Hefemaltase auf Maltose und «-Methylglucosid. 


Versuch X. 


Versuchsdauer 36 Stunden 


; Spaltungsversuch des «-Methylglucosids bei verschiedenem pn. 


; PH mg Cu °/, Spaltung 
: 4,0 0,15 — 

5,2 0,15 — 

6,0 0,15 — 

6,8 0,15 — 


__ Diese Versuche zeigen, da «-Methylglucosid von der Asper- 
gillusmaltase im Gegensatz zur Hefemaltase nicht gespalten wird. 


Aspergillusraffinase. 
' ___ Die Priifung auf die Spaltung der Raffinose wurde nicht nur 
n > wie friiher durch die Osazonreaktion erwiesen, sondern auch durch 
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die Bertrand-Titration gesichert. Wir beobachteten im giinstig- 
sten Falle eine 66,7°/,ige Spaltung der Raffinose auf Glucose 
berechnet, wihrend nach der additiven Berechnung Melibiose und 
Fruktose 69,6°/, hatten ergeben miissen. Stellten wir jedoch die der 
Raffinoseeinwage entsprechende Menge Fruktose und Melibiose 
zusammen, so erhielten wir eine Reduktionskraft entsprechend 
66,2°/,, so daB also auch hierdurch eine theoretische Spaltung 
erwiesen wird. 


Versuch XI. 


Raffinose- und Melibiosespaltung mit Pilzmycel bei pg 5,5. 


Ansatz: 125 mg Raffinose bzw. Melibiose, 5 ccm Pufferlésung, 20 com Wasser, 
85 mg Pilz. 5 ccm wurden titriert. 


Raffinosespaltung. 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 — iis 
48 33,7 66,8 


Melibiosespaltung. 


Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 
0 24,8 — 
48 24,8 — 


Versuch XII. 


Raffinose- und Melibiosespaltung mit waiBrigem Pilzauszug bei 
verschiedenem pg. 


Ansatz: 5 com 2,5°/,ige Raffinoselésung bzw. Melibioselésung, 5 ccm Auszug, 
5 ccm Pufferlésung, 10 cem Wasser. 5 ccm wurden titriert. 
Versuchsdauer 48 Stunden. 


Raffinosespaltung. 

Pu mg Cu °/, Spaltung 
4,5 33,06 65,6 
5,0 33,70 66,8 
5,5 33,06 65,6 
6,0 33,06 65,6 
6,5 32,40 64,4 

Melibiosespaltung. 
PH mg Cu °/, Spaltung 
4,5 24,8 vo 
5,0 24,8 — 
5,5 24,8 — 
6,0 24,8 one 
6,5 24,8 — 
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Versuch XIII. 


Raffinosespaltung mit variierter Menge vom waBrigen Pilzauszug 
bei px 5,5. 


Ansatz I: 125mg Rgffinose, 5ccm Pufferlésung, 20ccm Auszug. 
Spaltung: 64,4°/). 

Ansatz II: 125mg Raffinose, 5ccm Pufferlésung, 15ccm Auszug, 5ccm Wasser. 
Spaltung: 63,2°/. 


Ansatz III: 125mg Raffinose, 5ccm Pufferlésung, 10ccm Auszug, 10ccm Wasser 
Spaltung: 62°/, 


Versuch XIV. 


Raffinose- und Melibiosespaltung mit PilzpreBsaft. 
Raffinosespaltung. 


Ansatz: 125 mg Raffinose, 5 cem py 6,0, 10 ccm PreBsaft, 10 com Wasser. 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 


0 om - 
48 32,4 64,4 
Melibiosespaltung. 


Ansatz: 50mg Melibiose, 10ccm Pufferlésung (px 4,5 und pg 6,0), 5ccm PreBsaft. 
Zeit in Stunden mg Cu °/, Spaltung 


0 16,5 — 
48 16,5 — 


Diese Versuche zeigen, daB Aspergillus Wentii die Melibiose 
nicht spaltet und Raffinose in Melibiose und Fruktose spaltet. Die 
Osazonprobe bestitigte diese Ergebnisse. 


Der Forschungsgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir verbindlichst fiir die Mittel zu dieser Arbeit und fiir die 
Verleihung eines Forschungsstipendiums an den einen (Borchardt) 
von uns. 
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Methodik zur jodometrischen Mikromagnesiumbestimmung 
in organischen Fliissigkeiten. 


Von 


Christian Bomskov. 





(Aus der Universitaéts-Kinderklinik Kiel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1931.) 


Da die heute tiblichen Methoden zur Bestimmung des Magne- 
‘slums in organischen Flissigkeiten einerseits ungenau, anderer- 
seits aber fiir Reihenuntersuchungen zu umstandlich sind, haben 
wir im Laufe unserer Rachitisstudien, in Anlehnung an die in der 
Makrochemie tiblichen, eine Methodik ausgearbeitet, die es gestattet, 
in kiirzester Zeit und mit hinreichender Genauigkeit Serien- 
pestimmungen kleinster Magnesiummengen auszufiihren. 

Die bisher gebraéuchlichste Methode war diejenige von Cramer- 
Tisdall*), wobei das Magnesium im Filtrat der Ammonoxalatfallung 
des Calciums als Ammoniummagnesiumphosphat gefallt und der 
Magnesiumgehalt mit Hisenthiocyanat colorimetrisch gegen eine 
Standardlésung von Ammoniummagnesiumphosphat gemessen 
wurde. Diese Methode jedoch besitzt gewisse Nachteile. Ab- 
gesehen davon, da8 man aus der Loésung zunachst das Calcium 
entfernen muB, wobei das Waschwasser des Calciumoxalatnieder- 
schlags die urspriingliche Lésung auch noch erheblich verdinnt, 
dauert die Fallung des Magnesiums als Ammoniummagnesium- 
phosphat etwa 12 Stunden. Hinzu kommt noch, daB die Colori- 
metrie mit Eisenthiocyanat doch recht ungenau ist. 

Wenn auch diese letzte Fehlerquelle durch die Modifikation 
der Methode nach Denis*), Briggs*) und Kleinmann’‘) aus- 





1) J. of biol. Chem. 47, 476 (1921). 
2) J. of biol. Chem. 52, 411 (1921). 
8) J. of biol. Chem. 52, 349 (1921). 
*) Biochem. Z. 99, 56 (1919). 
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geschaltet wurde, und zwar durch colorimetrische Bestimmung 
des Phosphorgehalts des Ammoniummagnesiumphosphatnieder- 
schlags mit Phosphorwolframséure und Hydrochinon, so waren 
die anderen besprochenen Nachteile nicht zu umgehen. 


Erst die Kenntnis der metallorganischen Verbindungen wies 
hier neue Wege, doch waren es fast ausschlieBlich colorimetrische 
Verfahren, die entstanden. So bestimmt Hahn?) kleine Magnesium- 
mengen colorimetrisch durch die Blaufirbung, die das Magnesium 
in einer Lésung von 1,2,5,8-Tetraoxyanthrachinon hervorruft. 
Yoshimatsu?) fallt das Magnesium mit 8-Oxychinolin, zerlegt 
den Niederschlag und bestimmt den Gehalt an 8-Oxychinolin 
colorimetrisch durch die reduzierende Wirkung gegeniiber Phenol- 
reagens in alkalischer Losung und die dadurch erzeugte Blau- 
firbung. Beide Methoden haben aber wieder ihre Nachteile, 
erstere erfordert eine calciumfreie Lésung, bietet also gegeniiber 
den anderen keine Vorteile, letztere kann zwar bei Anwesenheit 
von Calcium ausgefihrt werden, ist aber infolge der colorimetrischen 
Bestimmungsweise umstindlich und besitzt viele Fehlerquellen. 


Es war bisher keine Mikromethode bekannt, die es gestattete, 
Reihenuntersuchungen des Magnesiums in gréBerem Stil schnell 
und exakt auszufiihren. Es lag deshalb nahe, eine Methode aus- 
zuarbeiten, die auch bei Anwesenheit von Calcium durchfiihrbar 
war und nach der das Magnesium titrimetrisch mit gréBerer 
Genauigkeit als nach den colorimetrischen Methoden bestimmt 
werden konnte. Eine solche Voraussetzung erfiillte die von 
R. Berg’) eingefiihrte 8-Oxychinolinmethode. Im folgenden be- 
schreibe ich die von mir speziell fiir das Serum umgearbeitete 
und in unserem Laboratorium allgemein durchgefiihrte Methode. 


Prinzip. 

Im mit Trichloressigsiure enteiweiBten Serum wird im Zentri- 
fugenglas das Magnesium mit alkoholischer 8-Oxychinolinlésung 
gefallt. Der Niederschlag von Magnesium-8-Oxychinolin wird 
abzentrifugiert und in Salzsiure gelést. Man bestimmt den Gehalt 
des Niederschlags an 8-Oxychinolin durch Bromieren. Das iiber- 
schissige Brom wird jodometrisch zuriicktitriert. 





') Zbl. inn. Med. 1930, 8. 882; Mikrochem. Preglfestschrift S. 127 (1929). 
*) Tohoku journ. exper. Med. 14 (1929). 
8) Z. analyt. Chem. 71, 23 (1927). 
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Erforderliche Reagenzien: 


Trichloressigsdure 20°/,ig. 

Ammoniak konzentriert. 

Ammoniumchlorid krystallisiert. 

8-Oxychinolin 4°/,ige Lésung in 96°/,igem Alkohol (im Dunkeln auf- 
zubewahren). 

Kaliumbromid krystallisiert. 

Kaliumbromatlésung n/100. 

Kaliumjodid krystallisiert. 

Starkelésung 1°/,ig. 

Natriumthiosulfatlésung n/100 (gegen obige Bromatlésung eingestellt). 


Ausfiihrung der Magnesiumbestimmung im Serum. 


2cem Serum werden im Zentrifugenglas mit 2 cem Wasser, 
und 2 ccm ‘Trichloressigsiure versetzt und gut vermischt. Nach 
10—15 Minuten wird der Niederschlag abgeschleudert. Von der iiber- 
stehenden Flissigkeit fillt man 8 ccm (entsprechend 1 cem Serum) 
in ein neues Zentrifugenglas. Die Lésung wird mit konzentriertem 
Ammoniak bis zur stark alkalischen Reaktion (etwa 10 Tropfen), 
dann mit krystallisiertem Ammoniumchlorid versetzt und im 
Wasserbad auf 80—90° erhitzt. Man fallt in schneller Tropfen- 
folge mit 10—14 Tropfen der alkoholischen 8-Oxychinolinlésung. 
Ein UberschuB des Fallungsmittels ist zu vermeiden, es darf nur 
soviel hinzugefiigt werden, bis die itber dem Niederschlag stehende 
Lésung gelblich erscheint. Mit einem Glasstab wird die Lésung 
gut durchmischt, wonach die Magnesiumverbindung des 8-Oxy- 
chinolins in dunkelgriinen Flocken ausfallt. Ein schnelleres Aus- 
fallen des Niederschlags wurde dadurch erzielt, da man die 
Lésung mit Salzsiure ansiuerte und daraufhin Ammoniak in 
kleinem Uberschu8 hinzugab. Der Niederschlag fallt meist sehr 
gut aus. Er wird noch hei scharf abzentrifugiert. Die iber dem 
Niederschlag stehende Lésung wird mit einem Capillarrohr, das 
an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen ist, abgesaugt. Auf- 
wirbeln des Niederschlags ist zu vermeiden. Der Niederschlag 
wird darauf in verdiinnter Salzsiure gelést und umgefallt, d. h. 
man versetzt die Lésung wieder mit Ammoniumchlorid, macht 
ammoniakalisch und gibt 1 oder 2 Tropfen der 8-Oxychinolin- 
lésung hinzu. Das Umfiallen des Niederschlags ist erforderlich, 
um mitgerissenes Calcium zu entfernen. Die nach dem Umfiillen 
und Zentrifugieren iiber dem Niederschlag stehende Lésung wird 
wieder abgesaugt und der Niederschlag mit verdiimntem Ammoniak 
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unter Aufwirbeln mit einem Glasstab gewaschen. Man stellt 
darauf das Zentrifugenglas einige Minuten in Wasser von 80° und 
zentrifugiert hei8. Das Auswaschen mit verdiinntem Ammoniak 
wird so lange wiederholt, bis die ber dem Niederschlag stehende 
Fliissigkeit farblos ist. Das Waschwasser wird in jedem Fall 
mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe entfernt. Meist geniigt 1 bis 
2maliges Auswaschen. Der Niederschlag wird darauf in ver- 
diinnter Salzsiure in der Wiérme gelést und die Lésung mit festem 
Kaliumbromid versetzt (Messerspitze). Durch Zugabe genau ab- 
gemessener n/100-Kaliumbromatlésung aus einer Mikrobiirette 
wird Brom freigesetzt und das 8-Oxychinolin bromiert. Man gibt 
so viel Kaliumbromatlésung hinzu, bis ein deutlicher Uberschu8 
an Brom vorhanden ist, das durch Gelbfairbung der Lésung oder 
durch den Geruch wahrgenommen wird. Die Lésung wird darauf 
mit festem Kaliumjodid versetzt und hierdurch die der Brom- 
menge aquivalente Jodmenge in Freiheit gesetzt. Nach Zusatz von 
Starkelésung wird das entstandene Jod aus einer Mikrobirette mit 
n/100-Natriumthiosulfatlé6sung zuriicktitriert. Die Anzahl ver- 
brauchter Kubikzentimeter n/100-Natriumthiosulfatlésung werden 
von den zugesetzten Kubikzentimetern n/100-Kaliumbromatlésung 
abgezogen. 1 ccm verbrauchter n/100-Bromatlésung entspricht 
0,08 mg Magnesium.?) 


Beispiel. 


Der Magnesium-8-Oxychinolinniederschlag aus 1 cem Serum 
wird in Salzsiure gelést, mit festem Kaliumbromid und genau 
2 ecem n/100-Kaliumbromatlésung versetzt. Durch tberschiissiges 
Brom farbt sich die Lésung gelb. Nach Zugabe von Kaliumjodid 
wird die Lésung durch das freigewordene Jod braun. Nach Stirke- 
zusatz wird mit n/100-Natriumthiosulfatlésung zuriicktitriert. 
Verbraucht: 1,2 cem n/100-Natriumthiosulfat, Differenz 0,8 ccm. 
In 1 cem Serum sind also 0,024 mg Magnesium vorhanden. Im 
Serum demnach 2,4 mg-°/o. 


Die oben geschilderte Methodik eignet sich besonders fiir 
teihenuntersuchungen. Fehiergrenze 1—2°/,. Der von anderer 
Seite gemachte Einwand, daf durch Fallen in GlasgefiiBen der 
Magnesiumgehalt zu hoch gefunden wird, konnte nicht bestatigt 
werden. Die von mir gefundenen Werte stehen in guter Uber- 





1) R. Berg, a. a. O. 
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einstimmung mit denen anderer Autoren, was aus folgender 
Tabelle hervorgeht. 


Magnesiumwerte nach der Methode von: 




















; Conmne Yoshimatsu | Verfasser Gegenstand der 
Tisdall- Briggs Untersuchung i 
— — : 

2.3 2,0 2,2 Meerschweinchenblut q 
2,0 2,2 2,1 Kaninchenblut 

2,0 1,9 19 A 

1,5 14 1,6 " 

2.4 2.5 2.4 " 

2,3 2,3 2,3 ‘ 











Wie ersichtlich, stimmen die Magnesiumwerte derselben Blut- 
probe nach den verschiedenen Bestimmungsmethoden gut iiberein. 
Weitere Magnesiumbestimmungen nach der von mir beschriebenen 
Methode werden in anderem Zusammenhang und an anderer 
Stelle mitgeteilt. 
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Uber die bei der Hydrolyse von Tussahseidenfibroin 
(Liao Ning Sing Shen-Tung Filature) 
sich bildenden Abbauprodukte. 
Von 


Emil Abderhalden und Kurt Heyns. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. August 1931.) 





Die Tussahseide, auch wilde Seide genannt, unterscheidet sich 
schon durch ihr Aussehen von der von Bombyx mori hervor- 
gebrachten Seide. Sie ist viel schwerer angreifbar von Siéuren 
und Alkalien als diese; sie lést sich ferner im Gegensatz zum ge- 
wohnlichen Seidenfibroin in gesattigter Lithiumbromidlésung auch 
beim Erwarmen nicht. Tussahseidenarten waren bereits Gegen- 
stand einer Untersuchung auf ihren Gehalt an Aminosauren.') 
Es zeigten sich Unterschiede im Gehalt an einzelnen Eiweib- 
bausteinen gegeniiber dem gewohnlichen Seidenfibroin. Wir 
haben das Studium der Zusammensetzung der Tussahseide wieder 
aufgenommen, und zwar interessierte uns ganz speziell die Frage, 
worauf es zuriickzufiihren ist, da ein Teil der Tussahseide beim 
Erwarmen mit Sdure (25°/,ige Schwefelsiure und auch Salz- 
sdiure 1,19) relativ leicht in Lésung geht, waihrend andere Anteile 
erst nach Verwendung konzentrierter Séuren gespalten werden, 
ja ein Teil widersteht selbst der Einwirkung 70°/,iger Schwefel- 
siure. Bei der Isolierung der bei der Hydrolyse entstandenen 
Abbauprodukte wandten wir nicht die Estermethode an, vielmehr 
trennten wir diese durch fraktionierte Krystallisation direkt. Wir 
hofften, auf diesem Wege, obwohl er auB8erordentlich viel lang- 
wieriger ist als die Aufarbeitung der Produkte einer KiweiBhydrolyse 
mittels der Fischerschen Estermethode, Verbindungen zu _be- 
gegnen, die bisher unter den Spaltprodukten des Tussahfibroins 


1) E. Abderhalden u. C. Brahm (Schantung Tussahseide), Diese Z. 61, 
256 (1909); E. Abderhalden u. W. Spack, Ebenda 62, 131 (1909). 
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nicht nachgewiesen sind. Dem grofBen Vorteil der Estermethode 
stehen Nachteile gegeniiber. EKinmal ist die Ausbeute an einzelnen 
Aminosiuren bei weitem nicht quantitativ; ferner lassen sich 
manche Ester davon nicht unzersetzt destillieren, endlich ent- 
gehen dem Nachweis Produkte zusammengesetzter Natur. Das 
Ergebnis unserer Untersuchungen ist in der folgenden Tabelle 
zusammengestellt, soweit es sich um den Nachweis einfacher 
Spaltprodukte aus der Tussahseide handelt. Die Zahlen bedeuten 
Gramm Verbindungen auf 100 g Seidenfibroin. 























Hydrolysat Prozentuale 
testa, i Zusammensetzung der 
oan wee l — 7 Tussahseide 
I |; W |; Ii (15°/, Riickstand) 

rea 17,3 10,0 — 9,4 
Glykokoll. . .. . 19,3 19,2 2,5 13,0 
ar 22,5 24,8 62,5 27,7 
nn é se eee 2,8 2,0 — 1,6 
ree” 2,3 1,6 — 1,3 
Prolin ice 3,2 1,5 
Valin eee 1,4 - 0,9 
Norvalin ..... 0,8 — 0,5 
Phenylalanin .. . ? _- — 

Tryptophan. ... 0,25 - -— 0,1 
Asparaginsaure 1,3 — —- 0,5 
Glutaminséure 2,5 0,4 —- 1,1 
Histidin 2,0 0,4 ~= 0,9 
Arginin. . — 1,8 0,8 — 0,9 
OO aaa 4,0 2,4 — 2,2 
Chitosamin .... — 0,2 — 0,1 

Sa. 61,7°/, 











Bemerkenswert ist das Vorkommen von Norvalin und ferner 
von Chitosamin. Was das letztere anbetrifft, so lag der Ver- 
dacht nahe, daB es sich um Reste der Puppenhiille des Seiden- 
spinners handeln konnte. In der Tat besteht diese aus Chitin. 
Wir hydrolysierten Puppenhiillen des Wolfsmilchschwarmers und 
erhielten, wie zu erwarten, Chitosamin. Um diesen Kinwand zu 
priifen, reinigten wir die entleimte Tussahseide besonders sorg- 
filtig. Wir kimmten sie aus und bildeten dann aus einer gréBeren 
Menge gleiche Teile und hydrolysierten diese getrennt. Es zeigte 
sich, daB der Gehalt an Chitosamin in allen Fallen der gleiche 
war. Es ist im héchsten Grade unwahrscheinlich, da’ das nach- 
gewiesene Chitosamin nicht Baustein des Tussahseidenfibroins ist. 
Fiir ein Vorkommen des Chitosamins im Seidenfibroin selbst 
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spricht auch sein Nachweis im 2. Hydrolysat, waihrend es im ersten 
vermiBt wurde. Fir den Nachweis des Chitosamins erwies sich 
die Oxydation der Tussahseide mittels Salpetersiure und Nach- 
weis der sich bildenden Norisozuckersiure als besonders vorteilhaft. 
Die genannte Séure ]aBt sich als schwerldsliches Bleisalz leicht von 
anderen Oxydationsprodukten abtrennen.!) Nach Entfernen des 
Bleis wurde die Saéure in das charakteristische Chininsalz tber- 
gefiihrt. Krwahnt sei, daB in dem gewohnlichen Seidenfibroin 
kein Chitosamin nachweisbar war. Zur Erprobung der angewandten 
Methode verwandten wir auch Serumeiweif. Die Ausbeute an 
Chitcsamin betrug 0,56°/,. Weiterhin fanden wir |-Alanyl-l- 
tyrosin, und zwar steckte dieses Dipeptid im Bariumsulfat- 
niederschlag (der bei der Entfernung der Schwefelsiure aus dem 
Hydrolysat entstanden war). Trotz mehrfachem Auskochen des 
genannten Niederschlages mit Wasser gelang es nicht, ihn frei 
von Verbindungen zu erhalten, die mit Ninhydrin eine Blau- 
firbung geben. Es sei bei dieser Gelegenheit auf den hohen Wert 
dieses Reagenses zur Feststellung des Vorhandenseins von geringen 
Mengen von Eiwei8 und EKiweiBabbaustufen hingewiesen. SchlieB- 
lich wurde der Bariumsulfatniederschlag mit 3 n-Salzsiure aus- 
gekocht. Hierbei stieBen wir auf das genannte Dipeptid. Wir 
identifizierten es durch die Totalhydrolyse und ferner durch Auf- 
spaltung der Dibenzoylverbindung. Wir gewannen Benzoesiaure, 
Tyrosin und Benzoylalanin. 

Wie aus dem experimentellen Teil hervorgeht, wurden ins- 
gesamt 3 Hydrolysate hergestellt. Das erste entspricht der Hydro- 
lyse mit 25°/jiger Schwefelséure, das zweite wurde nach Hydro- 
lyse mit 40°/,iger und das dritte nach Hydrolyse mit 70°/jiger 
Schwefelsiure erhalten. Die einzelnen Hydrolysate wurden fiir 
sich aufgearbeitet. Aus der S. 88 gegebenen Ubersicht erkennt 
man, daB das erste Hydrolysat die Hauptmenge an allen Amino- 
sduren enthielt. Im zweiten Hydrolysat fehlten Tryptophan und 
Asparaginsdure. Im dritten Hydrolysat fanden wir nur noch 
Glykokoll und Alanin, jedoch nicht in einem Mengenverhiiltnis, 
das einem aus Glycin und Alanin bestehenden Polypeptid ent- 
Sprechen wiirde, es iiberwog vielmehr Alanin sehr stark. Allem 
Anschein nach besteht die Tussahseide aus mehreren Anteilen 





1) Vgl. hierzu F. Tiemann, Chem. Ber. 17, 241 (1884); 27, 118 (1894); 
F. Tiemann u. R. Haarmann, Ebenda 19, 1257 (1886). — Der Versuch, 
Chitosamin durch Oxydation nach dem Verfahren von H. Pringsheim u, 
G. Ruschmann [Chem. Ber. 48, 68 (1915)] nachzuweisen, schlug fehl. 
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(wahrscheinlich Polypeptiden), die irgendwie unter sich ver- 
knipft sind. Der Umstand, daf Anteile, die im wesentlichen 
aus einer bestimmten Aminosiure aufgebaut sind, besonders 
widerstandsfahig gegen Séurehydrolyse sind, entspricht den an 
synthetisch dargestellten Polypeptiden gewonnenen Erfahrungen. 
Aus dem der Hydrolyse widerstehenden Anteil gelang es uns, 
ein Tetrapeptid zuisolieren. Die vollstindige Hydrolyse ergab das 
Vorliegen einer aus 3 Molekiilen Alanin und 1 Molekiil Glykokoll 
bestehenden Verbindung. Es gelang, seine Struktur vollstandig auf- 
zuklaren. Das benzoylierte Produkt lieferte bei der Hydrolyse 
Benzoylalanin. Damit war bewiesen, da Alanin die Amino- 
gruppe aufweist. Um die Stellung des Glykokolls und der beiden 
anderen Molekiile Alanin aufzuklaren, unterwarfen wir das Tetra- 
peptid der Kinwirkung von Trypsin-Kinase. Nachdem der Abbau 
zum Stillstand gekommen war, fahndeten wir auf Glykokoll. 
Es gelang, diese Aminoséure in Gestalt seines salzsauren Esters 
nachzuweisen, jedoch war die Ausbeute keine quantitative. Eine 
solche war auch nicht zu erwarten, weil die Hydrolyse durch 
Trypsin-Kinase nicht zu einer 100°/,igen Losung einer OC-NH- 
Bindung gefiihrt hatte. Der Versuch, das zu erwartende Tri- 
peptid Dialanyl-alanin durch Benzoylierung festzustellen, hatte 
keinen vollen Erfolg. Nunmehr verwandelten wir das Tetra- 
peptid in die Benzylaminverbindung. Bei der Hydrolyse er- 
hielten wir Glycyl-benzylamin. Damit war die Stellung des 
Glykokolls im Tetrapeptid festgelegt. Es hat den Aufbau eines 
Di-l-alanyl-l-alanyl-glycins. 


Experimenteller Teil. 


Die Entleimung der Rohseide (Liao Ning Sing Shen-Tung Filature) 
wurde nach Cramer-E. Fischer vorgenommen, indem je 1 kg Seide dreimal 
mit der 15fachen Menge destillierten Wassers je 5 Stunden im Autoklaven 
auf 120—140° erhitzt wurde. Das Fibroin wurde mit Alkohol und Ather 
gewaschen und bei 40° getrocknet. Die Seide enthielt 20°/, Sericin und 
80°/, Fibroin. Analyse der lufttrockenen Substanz: 

Asche 0,82°/,, Wasser 5,24°/,, Stickstoff 17,57°/, (auf wasser- und riick- 
standsfreie Substanz berechnet). 

lkg Fibroin wurde mit der 5fachen Menge 25°/,iger Schwefelsaéure 
unter RiickfluB auf dem Olbade so lange erhitzt, bis der Aminostickstoffgehalt 
(van Slyke-Methode) sich nicht mehr wesentlich anderte. Es verblieb ein 
betrachtlicher, gequollener, braun-violett gefarbter Riickstand (I) zuriick, der 
mehrmals mit viel Wasser ausgekocht wurde. Seine Menge betrug etwa 
600 g. Er wurde 20 Stunden mit 40°/,iger Schwefelséure im Olbade erhitzt. 





- a Se 
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Es hinterblieb nach Filtration und dreimaligem Auskochen mit Wasser wieder 
ein Riickstand (II) von 350g. Dieser wurde mit 70°/,iger Schwefelsiure in 


* gleicher Weise behandelt. Der verbleibende Riickstand (III) wog 150 g. 


Durch Ausziehen mit 20°/,igem Ammoniak konnte daraus ein Polypeptid 
isoliert werden, iiber das weiter unten berichtet wird. Im iibrigen bestand er 
aus fett- oder wachsartigen Stoffen, Huminkérpern und sonstigen Zer- 
setzungsprodukten. 

Die bei der dreimaligen Hydrolyse mit 25, 40 und 70°/,iger Schwefelséure 
nacheinander erhaltenen Hydrolysate I, II und III wurden getrennt unter- 
sucht. Ein Teil davon wurde zur Untersuchung auf Hexonbasen verwendet. 
Aus dem Rest fallten wir zunachst die Schwefelsiure quantitativ mit Baryt 
aus, wobei sorgfaltig darauf geachtet wurde, daB die Reaktionsfliissigkeit 
nicht alkalisch wurde (wegen der Gefahr der Zersetzung von empfindlichen 
Abbauprodukten). Der Bariumsulfatniederschlag hielt Produkte zuriick, die 
mit Ninhydrin Blaufarbung gaben, und die sich mit Wasser nicht vollstandig 
entfernen lieBen. Zu ihrer Gewinnung wurde der Niederschlag mit etwa 
3 n-Salzsiure ausgekocht. Hierauf wurde filtriert, mit Natronlauge neutrali- 
siert, eingeengt und mit Alkohol gefallt. Durch vorsichtiges wiederholtes 
Umfallen und Auswaschen wurde ein chlorfreier, flockiger, brauner Nieder- 
schlag erhalten. Zur Reinigung kochten wir seine Lésung mit frisch ge- 
falltem Kupferoxyd und entfernten dann das Kupfer wieder durch Einleiten 
von Schwefelwasserstoff. Nach Abdampfen des Lésungsmittels unter ver- 
mindertem Druck hinterblieben 2,8 g einer weiBen Substanz, deren NH,-—N 
(van Slyke): Gesamt-N (Kjeldahl) nahezu das Verhiltnis 1:2 ergab, was 
auf ein Dipeptid hindeutete. Mit Millons Reagens trat Rotfarbung auf. Zwei 
Proben drehten im Mikrorohr in 20°/,iger Salzsiure [a]p?° + 39,9 und 
+ 40,7°. Dieser Wert nahm bei langerem Stehenlassen der Lésung ab, was 
auf eine Aufspaltung der CO-NH-Bindung zuriickzufiihren ist. 


0,0322 g verbrauchten nach Kjeldahl 2,57 ccm n/10-H,SO, = 11,189/, N. 
Alanyl-tyrosin, C,.N,,.N,0, (252,14) Ber. N 11,129. 


Darstellung von N-Benzoyl-l-alanyl-O-benzoyl-tyrosin. 


2g des isolierten Produktes wurden in bekannter Weise mit einem 
UberschuB an Benzoylchlorid gekuppelt. Es fiel schon aus der bicarbonat- 
alkalischen Lésung ein éliges Kupplungsprodukt aus, das in Ather aufgenommen 
wurde. Nach dem Abdampfen des Lésungsmittels hinterblieb ein Ol, das 
nach einiger Zeit erstarrte. Umkrystallisiert wurde aus Benzol. Ausbeute 
1,7 g = 679/, der Theorie. Millonreaktion negativ. 


0,0631 g verbrauchten nach Kjeldahl 2,70 ccm n/10-H,SO, = 6,16°/,N. 
(Theoretischer Wert fiir ein aus Alanin und Tyrosin bestehendes dibenzoy- 
liertes Dipeptid 6,08°/, N.) 

Hydrolyse der Dibenzoylverbindung. 2,5 g wurden mit 40 ccm 
20°/,iger Schwefelsiure etwa 4 Stunden im Wasserbade erhitzt. Der Verlauf 
der Hydrolyse wurde an Hand der Aminostickstoffbestimmung nach van Slyke 
verfolgt. Aus dem Hydrolysat wurden Benzoesiure, Tyrosin und Benzoyl- 
alanin isoliert. Die erstere wurde durch Auséthern gewonnen und Tyrosin 
und Benzoylalanin aus der mit Baryt von Schwefelséure befreiten Lésung 
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durch fraktionierte Krystallisation erhalten. Die folgende Ubersicht gibt 
die erhaltenen Ausbeuten an den einzelnen Verbindungen wieder. 


Tyrosin Benzoylalanin Benzoesaéure 


2,5 g liefern berechnet: 0,98 g 1,05 g 0,66 g 
Bei der Spaltung erhalten: 0,80 g = 82°/, 0,77 g = 74°9/, 0,60 g = 91°/, 


Es lag somit |-Alanyl-l-tyrosin vor. Das erhaltene Dipeptid wurde 
schlieBlich noch mit synthetischem 1-Alanyl-1-tyrosin identifiziert. (Schmelzp. 
gegen 200° unter Aufschiumen, bei 250° Braunung, bei 285° vdllige Zer- 
setzung). Das synthetische Dipeptid zeigte [a2 =-+ 43°, das durch Hydrolyse 


gewonnene -+ 40,79. 


Aufarbeitung der schwefelsdurefreien Hydrolysate I, II und III 


Die Filtrate von Bariumsulfat wurden mit den Auskochwassern des 
Bariumsulfatniederschlages vereinigt. Hierauf erfolgte fraktionierte Kry- 
stallisation. Bei jeder einzelnen Fraktion wurde das optische Verhalten und 
der Stickstoffgehalt bestimmt, um auf diesem Wege Anhaltspunkte fiir die 
Einheitlichkeit der isolierten Krystalle zu erhalten bzw. festzustellen, ob 
Gemische vorlagen. Im letzteren Falle wurden Unterfraktionen hergestellt. 
Angefiihrt seien hier nur jene Verfahren und Beobachtungen, die fiir die 
Auffindung bisher in dem Seidenfibroin noch nicht nachgewiesener Spalt- 


produkte maBgebend waren. 
Nachweis von Norvalin. Das Gemisch von Aminosaduren, das auf 


Aminovaleriansiure stimmende Analysenwerte ergab, wurde in bekannter 
Weise!) mittels Nitrosylbromid in die entsprechenden « - Bromfettsaéuren 
iibergefiihrt. Nunmehr wurde mit 25°/,igem waBrigem Ammoniak aminiert 
und nach 4 Stunden ausgeaithert. Es geht dabei der noch nicht aminierte 
Anteil der Bromverbindung in Lésung. Da die «-Brom-n-valerianséure viel 
rascher aminiert wird als die «-Bromisovaleriansaure, gelingt es ohne Schwierig- 
keiten, Norvalin neben Valin zu erkennen. 


Isolierung von Chitosamin. 


Aus Hydrolysat II wurde eine Krystallfraktion erhalten, die Fehling- 
sche Lésung reduzierte. Bei ihrer Veresterung ging die Hauptmenge der vor- 
handenen Substanz in Lésung. Es verblieb ein weiBer krystalliner Riick- 
stand, von ihm wurde abfiltriert. Es zeigte sich, daf Chitosaminchlorhydrat 


vorlag. 
4,936 mg Substanz gaben 6,040 mg CO, und 2,890 mg H,O, entsprechend 
33,379/, C und 6,569/, H. 
0,0462 g Substanz verbrauchten 2,23 ccm n/10 H,SO, = 6,76°/, N. 
Eine Chlorbestimmung nach Volhard ergab 17,24°/) Cl. 
Chitosaminchlorhydrat (215,58) 
Ber. C 33,40°/, H 6,54°/, N 6,50°/, Cl 16,45°/,. 
Spezifische Drehung [a]? — + 86°. In der Literatur finden sich zwischen 
100—72° liegende Werte. 





1) E. Abderhalden u. A. Bahn, Chem. Ber. 63, 920 (1930). 
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Arginin, Histidin und Lysin wurden in bekannter Weise festgestellt. 
Angewandt wurde das Silbersulfatverfahren von Kossel, Kutscher und 
Steudel.') Lysin wurde als Phosphorwolframat abgeschieden und als Pikrat 
identifiziert und zwar verwendeten wir hierzu den Schmelzpunkt und die 
Titration der in Freiheit gesetzten Pikrinsiure mittels des von Abderhalden 
u. Brockmann beschriebenen Verfahrens.*) 

Die folgende Ubersicht gibt die gefundenen Ausbeuten an einzelnen 
Aminoséuren in den drei Hydrolysaten wieder. 





A= Fe = = = & Ss B= 
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des Fibroins. . ? 0,1 0,5 1,1 0,1 0,9 0,9 2,2 


Bemerkt sei hierzu, daB die einzelnen Zahlen Gramme bedeuten. Unter 
serticksichtigung des Wasser- und Aschegehaltes der verwendeten Tussah- 
seide ergibt sich eine Ausbeute von 82,7°/, an Bausteinen. 


Direkter Nachweis von Chitosamin in der Tussahseide. 


Tussahseide wurde in heiBe konzentrierte Salpetersaure (d = 1,4) rasch 
eingetragen. Nach vollzogener Lésung wurde sofort mit so viel Wasser ver- 
diinnt, daB die Dichte der Salpeterséure 1,2 entsprach. Es entstand eine 
klare gelbe Lésung. Sie wurde in einem geréumigen Erlenmeyerkolben unter 
zeitweiligem Umschwenken auf dem Wasserbade erhitzt. Es erfolgte Ent- 
wicklung von braunen Stickstoffoxyden. Es muB8 bei dieser Prozedur vor- 


1) H. Steudel, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsm. Abt. I, 7; 
Kossel, Diese Z. 25, 177 (1898); Kossel u. Kutscher, Diese Z. 31, 165 


(1900); H. Steudel, Diese Z. 37, 219 (1903); 44, 157 (1905). 


*) Fermentf. 10, 163 (1929). 
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sichtig vorgegangen werden, um zu vermeiden, daB die Reaktion zu lebhaft 
wird. Nach ihrer Beendigung ]48t man das Gemisch noch 4—6 Stunden 
bei gleichférmiger Gasentwicklung auf dem Wasserbade stehen. Hierauf 
gieBt man die Lésung durch ein Coliertuch und entfernt so geringe Aus- 
scheidungen. Die Lésung wird dann in einer Porzellanschale unter Umriihren 
zu einem diinnfliissigen Sirup eingedampft. Bei 200 g angewandtem Fibroin 
wird nochmals mit 300 ccm Salpeterséure (d = 1,2) aufgenommen und neu 
zum Sirup eingedampft. Zeigt sich wahrend des Einengens lebhaftere Reaktion, 
dann wird Wasser zugegeben. Die nachste Aufgabe ist Entfernung der bei 
der Oxydation entstehenden Dicarbonsiuren. In manchen Fallen erfolgte 
bereits waihrend des Eindampfens Abscheidung von Oxalséure. In diesem 
Falle wurde sie durch Abfiltrieren entfernt. Im iibrigen verfuhren wir, wie 
folgt. Der Sirup wurde in 500 ccm Wasser aufgelést, dann wurde mit Ammoniak 
neutralisiert und hierauf mit Essigsiure angesiuert. Nun wurde mit einer 
konzentrierten Calciumacetatlésung gefaillt. Das Filtrat der Fallung wurde 
dann unter vermindertem Druck eingeengt. Hierauf wiederholten wir die 
Fallung. Die vollstindige Entfernung der Dicarbonséuren ist Voraussetzung 
fiir die Gewinnung reiner Norisozuckersaéure. Das Filtrat der zweiten Fallung 
wurde mit Ammoniak genau neutralisiert und mit einer konzentrierten Blei- 
acetatlésung so lange versetzt, bis keine Fallung mehr eintrat. Nach 24stiin- 
digem Stehen im Eisschrank wurde abgesaugt und der Filterriickstand mit 
Wasser gewaschen. Er wurde dann in Wasser suspendiert und mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Aus dem Filtrat des Bleisulfids wurde der Schwefel- 
wasserstoff durch Auskochen entfernt. Nach Aufkochen mit wenig Tier- 
kohle wurde die wasserklare Lésung nach der Vorschrift von C. Neuberg 
und H. Wolf?) in das Chininsalz verwandelt. Wir erhielten schén ausgebildete 
feine Nadelchen, die den in der Literatur angegebenen Schmelzpunkt von 207° 
aufwiesen. Zur Identifizierung wurde ferner das optische Verhalten heran- 
gezogen. 

Wir erhielten aus 200 g Tussahseide 4 g Chininsalz = 0,8 g Chitosamin. 
Um die Frage zu entscheiden, ob das nachgewiesene Chitosamin dem Tussah- 
seidenfibroin als solchem angehért, oder aber beigemengt ist, untersuchten 
wir, wie in der Einleitung bemerkt, verschiedene Portionen von Tussah- 
seide. Die Ausbeuten an Chitosamin waren in allen Fallen die gleichen. Es 
spricht iibrigens der Umstand, da8 der genannte Aminozucker im zweiten 
Hydrolysat aufgefunden wurde, schon an und fiir sich gegen eine Beimengung 
von der Puppenhiille des Seidenspinners entstammendem Chitin. 

Wir haben mit der gleichen Methode Seidenfibroin von Bombyx mori 
untersucht. Das Ergebnis war ein negatives. Ferner oxydierten wir 100 g 
Serumeiwei8 aus Pferdeblut mit Salpetersiure. Wir erhielten 2,8 g noriso- 
zuckersaures Chinin = 0,56°/, Chitosamin.*) 

1) Chem. Ber. 34, 3840 (1901); C. Neuberg, ebenda 34, 3963 (1901). 

2) Bei der Oxydation des SerumeiweiBes schied sich beim Erkalten der 
etwas eingeengten salpetersauren Lésung eine Substanz ab, die sich als o-Phthal- 
siure erwies (etwa 1,5 g auf 100 g Substanz). 
o-Phthalséure (166,05) Ber. C 57,83°/, H 3,62°/, O 38,54, 

Gef. ,, 57,54 95 3,85 », 38,61 


Schmelzp. gef. 202°, in der Literatur 203°. 
Terephthalsiure ist bereits bei der Oxydation von Eiwei8 aufgefunden. 

















Bei der Hydrolyse v. Tussahseidenfibroin sich bildende Abbauprodukte, 45 


Die folgende Ubersicht gibt die erhaltenen Ausbeuten an Chitosamin 
wieder (1 g norisozuckersaures Chinin entspricht 0,2 g Chitosamin). 
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Protein Angew. Menge g Chininsalz °/, Chitosamin 
Tussahseide 200 g 4,0 0,40 
desgl. 50,, 0,9 0,38 
desgl. 50 ,, 0,8 0,36 
desgl. 80 ,, 1,6 0,40 
Gewohnl. Seide 80 ,, 0,2 g Chininoxalat — 
keine Zuckersaéure 
desgl. 200 g keine Bleiacetatfallung ~- 
SerumeiweiB 100 ,, 2,1 0,56 
(Pferdeblut) 


Isolierung und Identifizierung eines Tetrapeptids. 


Aus dem bei der Hydrolyse mit 70°/,iger Schwefelsiure ungelést ge- 
bliebenem gelatinédsen Riickstand III gingen beim Kochen mit Wasser keine 
nennenswerten Substanzmengen in Lésung. Wir iibergossen ihn in einer 
Reibschale mit 20°/,igem Ammoniak. Nach griindlichem Verreiben wurde 
zum Sieden erwirmt und abgesaugt. Beim Versetzen des Filtrats mit viel 
Alkohol fiel eine dunkelfarbige Substanz aus, die eine starke Biuretreaktion 
ergab. Die Substanz wurde wieder mit Ammoniak in Lésung gebracht. Hierauf 
wurde mit wenig Tierkohle entfarbt und erneut mit Alkohol gefallt. Es konnten 
so 8 g einer weiBen Substanz erhalten werden. Das Verhaltnis von Amino-—N zu 
Gesamt-N war nach mehrmaligem Lésen und Fallen 1:4. DaB ein einheitliches 
Produkt vorlag, ergab sich daraus, daB die mehrfache Fraktionierung zu 
Substanzen fiihrte, die gleiche Eigenschaften und ein gleiches Verhaltnis von 
NH,-N zu N aufwiesen. Bei der Totalhydrolyse des Produktes (8stiindiges 
Kochen mit 2 n-Natronlauge) erhielten wir nach vollzogener Benzoylierung 
des Hydrolysates Benzoylalanin und Hippursiure im annahernden Ver- 
haltnis 3:1. Die Analyse ergab: 45,52°/, C, 6,77°/, H und 19,259/, N. Die 
Analysenwerte stimmen am besten auf ein Tetrapeptid, bestehend aus 1 Mol 
Glykokoll und 3 Mol Alanin: 45,79°/, C, 6,99°/, H, 19,43°/, N. Andere 
Mengenverhaltnisse von Glykokoll zu Alanin weisen betrachtliche Abweichungen 
von dieser Zusammensetzung auf. 

Zur Aufklarung der Konstitution des Tetrapeptids besetzten wir die 
in ihm enthaltene freie Aminogruppe mit dem Benzoylrest. Die Analyse 
ergab Stickstoffwerte, die auf ein Monobenzoylderivat stimmten. Das benzoy- 
lierte Tetrapeptid wurde dann durch 4stiindiges Kochen mit 10°/,iger Schwefel- 
sure unter RiickfluB volistindig aufgespalten. Aus dem Hydrolysat gewannen 
wir nach Entfernen der Schwefelsiure Benzoylalanin. Ein weiteres benzoy- 
liertes Produkt war nicht vorhanden. Somit gehért die Aminogruppe im 
Tetrapeptid Alanin an. Es verblieb nun noch die Stellung des Glykokolls im 
Molekiil festzustellen. Wir versuchten zunachst einen Abbau des Tetra- 
peptids mittels Trypsinkinase. Wir stiitzten uns dabei auf die Erfahrung’), 


worden (C. T. Mérner, Diese Z. 95, 263 (1915). Dagegen ist o-Phthalsaure, 
soweit wir feststellen konnten, bis jetzt noch nicht beobachtet. Sie diirfte 
aromatischen Bausteinen des EiweiBes entstammen. 

1) E. Abderhalden u. W. Gohdes, Fermentf. 13, im Erscheinen (1931). 
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daB Dialanyl-alanin vom genannten Ferment nicht angegriffen wird. Bei 
Vorliegen eines Dialanyl-alanyl-glycins war zu erwarten, daB Glykokoll ab- 
gespalten wiirde unter Erhaltung des Tripeptids Dialanyl-alanin. Die Ein- 
wirkung des Ferments geschah bei px 8,4 bei 37° in 0,1 mol. Lésung. Es wurden 
jeweils 2 ccm Lésung nach Willstatter titriert. Einer Aciditaétszunahme 
von 2cem n/10-alkoholischer Natronlauge entspricht die Aufspaltung einer 
CO-NH-Bindung zu 100°%/,. Die folgende Ubersicht unterrichtet iiber den 
Verlauf der Hydrolyse. 





Stunden | ccm n/10-alkohol. NaOH | °/, Aufspaltung 
0 0 0 
2 0,20 10 
5 0,64 32 
8 | 0,88 44 
24 1,22 61 
48 1,29 65 








Es war somit Hydrolyse eingetreten. Infolgedessen setzten wir 1 g 
des Tetrapeptids an und warteten nach Zusatz der Fermentlésung ab, bis 
die Spaltung zum Stillstand kam. Es war das nach 48 Stunden der Fall. 
Als Puffer war ein Gemisch von n/10-Ammoniumchlorid und n/10-Ammoniak 
im Verhaltnis 9:1 (py 8,4) angewandt worden. Die Lésung wurde kurz 
aufgekocht und dann filtriert. Das Ammoniumchlorid entfernten wir mittels 
der Silbersulfat-Barytmethode. Zum Nachweis des Glykokolls verwandten 
wir die Estermethode. Es konnte auf diesem Wege Glykokoll als Esterhydro- 
chlorid nachgewiesen werden. Jedoch entsprach die Ausbeute nicht der 
unter Zugrundelegung der Menge des angewandten Tetrapeptids, die auf- 
gespalten worden war, theoretisch méglichen. Der Versuch, bei einem anderen 
Ansatz das zu erwartende Dialanyl-alanin durch Benzoylierung abzuscheiden, 
hatte insofern keinen vollen Erfolg, als die Analysenwerte des gewonnenen 
Benzoylkérpers mit dem zu erwartenden benzoylierten Tripeptid nur an- 
nihernd iibereinstimmten. 

Wir wandten uns nunmehr der von E. Abderhalden und H. Brock- 
mann!) ausgearbeiteten Methode der Kennzeichnung jener Aminosaure zu, 
die die Carboxylgruppe tragt, und zwar verwandten wir hierzu Benzylamin 
(Versuche mit Naphthylamin fiihrten zu keinem brauchbaren Ergebnis). 
Um die Eigenschaften des zu erwartenden |-Alanyl-benzylamins kennen zu 
lernen, und gleichzeitig zu erfahren, wie diese Verbindung am besten nach- 
gewiesen werden kann, stellten wir zundchst die genannte Verbindung dar. 


Darstellung von 1]-Alanyl-benzylamin und seiner Phenylisocyanat- 
verbindung. 
3g Alanin wurden in bekannter Weise verestert. Zu dem Esterhydrochlorid 
gaben wir 11 g Benzylamin (3 Mol) und bewahrten das Gemisch 3 Tage im 


Brutraum auf. Das iiberschiissige Benzylamin wurde dann unter vermindertem 
Druck abgedampft, den Riickstand nahmen wir wiederholt in Wasser auf 





1) Biochem. Z. 225, 386 (1930). 
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und verdampften wieder. Das schlieBlich verbleibende Ol wurde in 20°/,iger 
Natronlauge gelést und sofort dreimal ausgeaithert. Die mit gegliihtem 
Natriumsulfat getrocknete atherische Lésung wurde verdampft. Der Riick- 
stand wurde dann nochmals unter vermindertem Druck mit Wasser ab- 
gedampft, um den letzten Rest von Benzylamin zu entfernen. Das Ab- 
dampfen wurde wiederholt, bis das Destillat nicht mehr alkalisch reagierte. 
Der Riickstand wurde wiederum in Ather aufgenommen und mit Pheny!- 
isocyanat gekuppelt. Das Kupplungsprodukt krystallisierte aus Alkohol in 
zu Biischeln vereinigten Nadelchen, aus Essigester erhielten wir es in langen 
Nadeln. F. 223°. 

0,0362 g verbrauchten nach Kjeldahl] 3,64 ccm n/10-H,SO, = 14,09°/, N, 
berechneter Wert: 14,14°/, N. 

Erwahnt sei noch, daB die Benzylaminverbindungen auBerordentlich 
widerstandsfahig gegentiber hydrolysierenden Agenzien sind. 


Uberfiihrung des Tetrapeptids in die Benzylaminverbindung. 


2g des Tetrapeptids wurden unter Eiskiihlung in bekannter Weise 
verestert. Den salzsauren Ester des Tetrapeptids lieBen wir 3 Tage bei 37° 
mit 10 cem Benzylamin stehen. Die Aufarbeitung des Kupplungsproduktes 
erfolgte in der gleichen Weise wie beim Alanin beschrieben. Die Benzylamin- 
verbindung wurde schlieBlich mit konzentrierter Salzsiure (1:1) 3 Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Das Hydrolysat wurde dann unter vermindertem 
Druck zur Trockene verdampft. Zur Entfernung der freien Salzsiure dampften 
wir wiederholt mit Wasser ab und zogen dann den Riickstand mit Ather 
aus. Nach Behandeln mit Phenylisocyanat erhielten wir Phenylisocyanat- 
glycyl-benzylamin, F. 202°. Mischschmelzpunkt mit synthetisch bereitetem') 
Phenylisocyanat-glycyl-benzylamin 202°. Die Ausbeute betrug 58°/,. 

0,0331 g verbrauchten nach K jeldah1 3,52 com n/10-H,SO, = 14,90°/, N. 
Fiir Phenylisocyanat-glycyl-benzylamin berechnet 14,85°/, N. 

Der nicht in Ather lésliche Teil des Hydrolysates des Benzylamin- 
Tetrapeptids wurde in alkalischer Lésung mit Phenylisocyanat gekuppelt. 
Hierauf kochten wir mit konzentrierter Salzsiure. Es gelang, Phenyl-methy]- 
hydantoin abzuscheiden. F. 168° (unkorr.) Literaturangabe 172°. 

N Ber. 14,73°/, Gef. 14,92°/,. 


Dem Tetrapeptid entspricht somit die Zusammensetzung eines Dialany|- 
alanyl-glycin. Erwahnt sei noch, daB es sich aus Wasser in Form kleiner 
Nadeln erhalten JéBt. Sie zersetzen sich gegen 256° unter Dunkelfarbung 
und Zersetzung. 


Zusammenfassung. 


Tussahseide besteht aus mehreren, von Séuren in verschie- 
denem Ausma8e angreifbaren Anteilen. Beim Kochen mit 25°/,iger 
Schwefelsiure wurde die Hauptmenge der Tussahseide aufge- 
spalten unter Bildung von saémtlichen an ihrem Aufbau beteiligten 


1) E. Abderhalden u. W. Geidel, Fermentf. 13, im Erscheinen (1931). 
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Aminoséiuren. Neu aufgefunden wurde unter den Spaltprodukten 
Norvalin; ferner konnte Chitosamin festgestellt werden und 
endlich das Dipeptid 1*)-Alanyl-l-tyrosin. Beim Erwarmen 
mit 40°/,iger Schwefelséure ging ein weiterer Anteil der Tussah- 
seide in Lésung. In dem dabei entstehenden Hydrolysat konnten 
ebenfalls alle im ersten Hydrolysat festgestellten Aminosauren 
nachgewiesen werden mit Ausnahme von Tryptophan und As- 
paraginsiure. Kin drittes Hydrolysat wurde durch Kochen mit 
70°/,iger Schwefelsfture gewonnen. Bei dessen Aufarbeitung 
konnte nur neben wenig Glykokoll viel Alanin nachgewiesen 
werden. Der nicht hydrolysierbare Anteil enthielt das Tetra- 
peptid Di-l-alanyl-l-alanyl-glycin. Weshalb dieses der Hydro- 
lyse entging, ist unaufgeklart. Es besteht die Méglichkeit, daB es 
beim Behandeln des bei der Hydrolyse mit 70°/ jiger Schwefel- 
siure verbliebenen Riickstandes mit Ammoniak aus einer ring- 
formigen Verbindung entstanden ist. 





1) 1 = genetische Bezeichnung fiir das rechtsdrehende Alanin, 
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Gewinnung von Iminodicarbonsduren aus Aminosduren 
und Halogenfettsduren. 


Von 


Emil Abderhalden und Edgar Haase. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft 
zur Férderung der Wissenschaften.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitét Halle a. 8S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1931.) 


Bei der Verfolgung der Aufspaltung von Halogenacylamino- 
siuren mittels verdiinnten Alkalis wurde wiederholt festgestellt, 
daB der anfainglichen Zunahme an Aminostickstoff eine Abnahme 
folgte. Wir sind dieser Beobachtung nachgegangen und haben 
dabei festgestellt, daB es zur Synthese von Iminodicarbonséuren 
kommt. Verbindungen dieser Art sind auf anderem Wege bereits 
gewonnen worden. So entsteht bei der Hinwirkung von Am- 
moniak auf Chloressigsiure neben Glykokoll Diglykolamidsiure 
und Triglykolamidséure.!) Als Beispiel der von uns gewonnenen 
Verbindungen seien angefiihrt die Bildung von 1-Methyl- 
athylamin-a,«’-dicarbonsaéure 

CH,: CH: COOH 


H-CH,-cOOH 
dl-Iso butyl-methylamin-a,«’-dicarbonsaure 
CHy, 


CH: CH: COOH 
CH, 


| 
NH-CH,:COOH 
und Iminodipropionsa&ure 

CH,:-CH- COOH 


| 
NH- CH(CH,): COOH. 





1) W. Heinz, Liebigs Ann. 122, 257 (1862); letzte Arbeit ebenda 149, 
75 (1869); vgl. ferner auch G. Stadnikoff, Ber. chem. Ges, 40, 4350 (1907). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCII, 4 





50 Emil Abderhalden und Edgar Haase, 


Die letztere Verbindung wurde aus |-(—)«-Brompropionsiure und 
]-(+)Alanin dargestellt. Die erstere gewannen wir auf zwei 
Wegen, nimlich durch Einwirkung von Glykokoll auf 1-«-Brom- 
propionsiure und ferner von Alanin auf Halogenessigsiiure. Bei 
der Gewinnung von Isobutyl-methylamin-«,«’-dicarbonsiéure gingen 
wir von Valin und Chloressigsiéure aus. 

Abgesehen von der Aufkliérung des oben erwihnten Befundes 
der Abnahme von Aminostickstoff in eimem Gemisch von Amino- 
siuren und a-Halogenfettséuren interessierte uns das optische 
Verhalten der entstehenden Kondensationsprodukte und zwar in 
Hinsicht auf das konfigurative Verhalten der optisch-aktiven 
Komponenten. Bekanntlich vollzieht sich die Waldensche Um- 
kehrung bei der Uberfiihrung von optisch-aktivem Alanin tiber 
die zugehérige «-Brompropionsiiure in den optischen Antipoden, 
nicht wie friiher angenommen wurde, bei der Einfiihrung des 
Halogens, vielmehr erst bei dessen Ersatz durch die Amino- 
gruppe.!) Es war von Interesse, zu erfahren, ob der Ersatz von 
Halogen in optisch-aktiver o«-Brompropionsiure zum _ Beispiel 
durch den Glykokollrest Waldensche Umkehrung herbeifihrt. 
Es war das in der Tat der Fall. Bei der Einwirkung von Chloressig- 
siure auf optisch-aktives Alanin erfolgte dagegen, wie voraus- 
zusehen war, keine konfigurative Anderung, vollzieht sich doch 
die Reaktion nicht unmittelbar am asymmetrischen Kohlenstoff- 
atom. Vergleiche hierzu das folgende Schema: 


]-(—) a-Brompropionsaure 
ri + NH, CH, COOH 
“+ NH 
d-(—) Alanin 


l+ Cl - CH,- COOH ‘A 
Y 


CH,:CH:- COOH 
3 , 
NH k 


| 
__ CH, COOH 





d-(—) Iminodicarbonsaure 


SchlieBlich haben wir noch verfolgt, wie sich die Kombination 
von optisch-aktivem Alanin mit optisch-aktiver «-Brompropion- 





1) K. Freudenberg, W. Kuhn u. J. Bumann, Ber. chem. Ges. 63, 
2380 (1930); E. Abderhalden u. F. Schweitzer, Fermentf. 12, 534 (1931). 





a 
= 
4 
iz 
‘ 


9 + EINES, ee a eg a sera hina were” isi 





~~ ‘ci Eig 


so 


ee Oe ee oe in ss aS RMR - 


Gewinnung von Iminodicarbonsaéuren aus Aminosaéuren usw. 51 


siure verhalt, und zwar lieBen wir auf 1-(+-) Alanin 1-(—)«-Brom- 
propionsiure einwirken. Die so gewonnene Imino-dipropionsiiure 
erwies sich, wie zu erwarten war, als optisch inaktiv. Es hatte 
sich die Mesoform gebildet: 





CH, CH, 
| | 

H-C NH C-H 
| | 
COOH COOH 


Von weiteren Fragestellungen sei noch erwahnt die Priifung 
der Abhangigkeit der Geschwindigkeit des Reaktionsverlaufes von 
der Art des in den zur Reaktion mit Aminosiuren gebrachten 
Halogenfettsiuren enthaltenen Halogens. Es zeigte sich, daB sie 
bei Verwendung von Chlor-, Brom- und Jodessigsiure bei der 
ersteren am geringsten und bei der letzteren am gréBten war 
— entsprechend der Leichtigkeit, mit der die Halogenabspaltung 
erfolgte. Ferner wurde beobachtet, da8 1-(—)Chlorpropionsiure 
und 1-(-+) Alanin nicht in Reaktion traten. Ebenso negativ ver- 
lief der Versuch bei Verwendung von Milchsiure und Alanin. 


Experimenteller Teil. 


Verhalten der Amino-N-Menge beim Zusammenbringen von | ( +)-Alanin 
und Chloressigséure in alkalischer Losung. 


7g 1-(+)Alanin + 7,4 g Chloressigsiure wurden in 500 ccm n-Natron- 
lauge gelést. Die Lésung wurde bei 37° aufbewahrt. Bei Beginn des Versuchs 
wurde der Gesamtstickstoff- und der Aminostickstoffgehalt festgestellt. Der 
erstere blieb wahrend der ganzen Dauer des Versuchs unverandert. Wir 
priften auch in besonderen Versuchen auf etwaige Entwicklung von Ammoniak. 
Es lieB sich kein solches nachweisen. Nach 14 Stunden hatte eine NH,-N- 
Abnahme von 36,1°/,, nach 24 Stunden von 44,1°/,, nach 411/, Stunden von 
47,1°/, und nach 90 Stunden von 55,3°/, stattgefunden. 

Beleg: 1 ccm der Ausgangslésung ergab 2,025 ccm N, = 2,224mg N 
(21°, 738 mm). 

Nach 14 Stunden ergab 1 ccm der Lésung: 1,287 ccm N, = 1,423 mg N, 
(20°, 738 mm). 

Nach 24 Stunden: 1,125 ccm N, = 1,244 mg N, (21°, 743 mm). 

Nach 411/, Stunden: 1,05 com N, = 1,178 mg N, (20°, 749 mm). 

Nach 90 Stunden: 0,89 com N, = 0,994 mg N, (22°, 754 mm). 


Isolierung der Methyl-athylamin-«,«’-dicarbonsaure. 
a) Estermethode. 


40 g ]-(+)Alanin wurden in 2 Liter Natronlauge gelést und 42,7 g Chlor- 
essigsiure hinzugegeben. Die Verfolgung des NH,-Gehaltes der Lésung ergab 
nach 72stiindigem Aufbewahren bei 37° eine Abnahme an NH,-N von 62°/,. 

4* 
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Das Reaktionsgemisch wurde mit 5 n-Salzsiure neutralisiert und die Lésung 
unter vermindertem Druck eingedampft. Der Riickstand wurde in bekannter 
Weise mit Alkohol und gasférmiger Salzsiure verestert und zwar 3mal. Die 
Ester wurden mit Ammoniak in Freiheit gesetzt. Vom ausgeschiedenen 
Chlorammon wurde abfiltriert. Bei 12 mm Druck wurden die folgenden 
Fraktionen aufgefangen: 80—124° 10,5 g; 124—126° 8,4 g; 126—160° 4,8 g. 
Hierzu sei bemerkt, daB nach G. Stadnikoff (a. a. 0.) der Athylester der 
Methyl-athylamin-«,«’-dicarbonsiure bei 12 mm Druck bei 122—123° siedet. 
Die bei 124—126° iibergegangene Fraktion wurde mit 250 ccm Wasser iiber- 
gossen und 10 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht. Die Lésung wurde 
dann unter vermindertem Druck eingedampft. Der Riickstand wurde in 
96°/,igem Alkohol gelést und die Lésung mit Ather gefallt. Die in der Trocken- 
pistole bei Siedetemperatur des Chloroforms getrocknete Substanz ergab 
8,579/, N. 

0,0556 g Substanz verbrauchten 3,40 ccm n/10-H,SQ,. 

Berechnet fiir C,;H,O,N + H,O (Mol.-Gew. 165,1) 8,48°/, N. Die 
Molekulargewichtsbestimmung nach Rast ergab M = 131. Eine Bestimmung 
nach van Slyke ergab O Amino-N. Mit n/10-Natronlauge ist nur eine Carb- 
oxylgruppe titrierbar. 

0,0575 g Substanz verbrauchten 3,45 ccm (in Gegenwart von Alkohol 
4,07 ccm) Lauge. 

Berechnet fiir eine Carboxylgruppe 3,43 ccm n/10-NaOH. 

Von G.Stadnikoff (a.a. 0.) ist die gleiche Verbindung in wasser- 
freiem Zustand dargestellt worden. Es gelang nicht, die von uns gewonnene 
Substanz ohne Veranderung wasserfrei zu erhalten. Wir stellten zu ihrer 
Identifizierung das Kupfersalz dar. Ferner versuchten wir, die Verbindung 
auf anderem Wege zu isolieren. 


Kupfersalz der Methyl-athylamin-«,«’-dicarbonsaure: 
CH,:CH:-COO— . 
Cu 


NH: CH,: COO” 

Eine waBrige Lésung der Substanz wurde 2mal mit iiberschiissigem 
frisch gefilltem Kupferoxyd gekocht. Das Filtrat von CuO wurde auf dem 
Wasserbade eingedampft und der Riickstand mit absolutem Alkohol itiber- 
gossen. Hierauf wurde unter Umriihren in kleinen Mengen Wasser hinzugefiigt. 
Das Kupfersalz quoll dabei gallertartig auf. Es wurde abgesaugt. Hierauf 
erfolgte Trocknung bei 111° iiber P,O;. Das wasserfreie Kupfersalz ist amorph 
und blau gefarbt. 


67,25 mg Substanz ergaben 25,45 mg CuO. 
Fir C;H,0,NCu (208,63) Ber. 30,47°/, Cu Gef. 30,23°/, Cu 
0,0156 g Substanz verbrauchten 0,72 ccm n/10-H,SQ,. 

Ber. 6,71°/, N Gef. 6,469/, N 


b) Abtrennung der Methyl-athylamin-«,«’-dicarbonsaure von nicht 
in die Reaktion eingetretenem Alanin mittels Benzoylierung. 


Imino-dicarbonséure l4Bt sich nicht benzoylieren. Hierauf griindete 
sich das folgende Verfahren. Ein Ansatz von Alanin und Chloressigséure in 
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n-Natronlauge wurde nach 3tagigem Stehen bei 37° nach erfolgtem Anséuern 
mit Salzsiure zur Trockene verdampft. Aus dem Riickstand zogen wir das 
vorhandene Alaninhydrochlorid und das Hydrochlorid der Methyl-athy]- 
amin-a,«’-dicarbonsiure 3mal mit absolutem Alkohol aus. Hierauf wurde 
der Alkohol bis auf wenige Kubikzentimeter abgedampft. Hierauf fallten 
wir die Hydrochloride durch Zugabe von Ather und Reiben mit dem Glasstab. 
Das abfiltrierte Gemisch benzoylierten wir in bekannter Weise. Nach dem 
Ansaiuern, Abnutschen und Eindampfen bis zur Trockene extrahierten wir 
den Riickstand zuerst einige Male mit trockenem Ather und hierauf mit 
kochendem absolutem Alkohol. Die vereinigten alkoholischen Ausziige ver- 
dampften wir zur Trockene. Der Riickstand wurde mit Ather versetzt, wobei 
nach Kratzen mittels eines Glasstabes das Hydrochlorid der Methy]-athylamin- 
a,a’-dicarbonséure krystallin ausfiel. Die Verbindung sintert bei 211° und zer- 
setzt sich bei 212° unter Gasentwicklung. Sie lést sich in Alkohol, in Wasser 
ist sie leicht léslich, unléslich in Aceton, Ather und Petrolather. 


26° a 
[“]Gaslicht =-+ 1,4°. 


4,735 mg Substanz gaben 5,655 mg CO, und 2,275 mg H,0. 
53,28 mg - verbrauchten 2,97 ccm n/10-H,SO,. 
53,28 mg “ - 2,94 ccm n/10-AgNO,. 
Fir C;H,,»0,NCl (183,55) 
Ber. 32,69°/, C 5,49°/, H 7,639/, N 19,32°/, Cl 
Gef. 32,43 5,38 7,81 19,57 
Die Substanz gibt, obwohl beim Erwarmen mit konzentrierter Salzsiure 


kein NH,-N in Erscheinung tritt, beim Kochen mit Ninhydrin nach etwa 
3 Minuten Dauer Blaufarbung. 

Aus dem Hydrochlorid wurde mittels der Silbersulfat—Barytmethode 
die freie Iminodicarbonsaure hergestellt. Wir erhielten sie in Form verzweigter, 
nadelférmiger Krystalle. Schmelzp. 220°. Léslich in Wasser, unldéslich in 
Alkohol, Ather, Petrolither, Essigester, Chloroform. 


2,826 mg Substanz ergaben 4,225 mg CO, und 1,645 mg H,0. 
0,0756 mg - verbrauchten 5,17 com H,SO,. 


Fir C,H,O,N (147,08) Ber. 40,799/, © 6,179/, H —-9,529/, N 
Gef. 40,77 6,51 9,58 

Bemerkt sei noch, daB man die gleiche Umsetzung zwischen 
Alanin und Chloressigsiure mit Hilfe von Barytlésung herbei- 
fihren kann. Ferner lassen sich nicht nur Halogenfettsiuren mit 
Aminosiuren umsetzen, vielmehr auch Halogenacylamino- 
sduren. Als Beispiel sei angefihrt: 

0,2801 g 1-Alanin wurden in 20 ccm n-Natronlauge aufgelést. Hierauf 
fiigten wir 0,6630 g Bromacetyl-l-alanin hinzu. Unmittelbar nach erfolgter 
Herstellung der Lésung wurde der NH,-N nach van Slyke festgestellt. Nach 
16 Stunden war eine Abnahme um 31,5°/, NH,-N erfolgt. 

Bei der Einwirkung von 1-(—)«-Chlorpropionséure auf 
]-(+-) Alanin in alkalischer Lésung bei 87° erfolgte keine nennens- 
werte Abnahme des NH,—N. Dagegen trat Reaktion beim Zu- 
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sammenbringen von ]-(—)«-Chlorpropionsiure mit Glykokoll ein. 
Als Beispiel sei angefiihrt: 

3g Glykokoll und 4,3 g 1-(—)a-Chlorpropionsiure wurden in 200 ccm 
n-Natronlauge gelést. Nach 16stiindigem Stehen bei 37° fiel die NH,-N- 
Menge um 15°/,, nach 481/, Stunden war sie um 19,4°/) vermindert. 

Wir haben ferner geprift, ob Milchsaure unter den oben 
erwihnten Bedingungen mit Alanin in Reaktion tritt. Es ist 


dies nicht der Fall. 


Darstellung des d,1-Isobutyl-methylamin-«,«’-dicarbonsdurehydrochlorids. 
3,2 g d,l-Valin wurden mit 2,6 g Chloressigsiure in 200 ccm Natron- 
lauge gelést und 3 Tage bei 37° stehen gelassen. Auch hier ergab eine Ver- 
folgung des NH,-N-Gehaltes eine Abnahme. Die Aufarbeitung der Lésung 
erfolgte, wie oben beschrieben, und zwar wurde zur Entfernung des Valins 
die Benzoylierung verwendet. Wir erhielten die Verbindung i in gut krystalli- 
sierter, luftbestindiger Form. Ausbeute 1,5 g. Leicht léslich in Wasser, léslich 
in Alkohol, unléslich in Petrolather, Ather, Essigester und Chloroform, prak- 
tisch unléslich in Aceton. Das Hydrochlorid bildet aus Alkohol verzweigte 
nadelférmige, zu Biischeln vereinigte Krystalle. 
3,002 mg Substanz gaben 4,400 mg CO,, 1,760 mg H,0. 
81,7 mg - verbrauchten nach Volhard 3,80 ccm n/10-AgNO,. 
60,5 mg a _ 2,95 ecm n/10-H,SQ,. 
Fiir C,H,,0,NCI (211,58) 
Ber. 39,70°/, C 6,67°9/, H 6,62°/, N 16,76°/, Cl 
Gef. 39,97 6,56 6,83 16,49 


Verfolgung der Abnahme des NH,-N und der Halogenabspaltung bei der 
Reaktion zwischen I]-( +) Alanin und Chlor- bzw. Brom- bzw. Jodessigsaure. 


1. 1-(+-) Alanin + Chloressigsiure. 

Je 0,4453 g 1-(+-)Alanin, gelést in 50 ccm n-Natronlauge, wurden mit 
0,4724 g Chloressigsiure bzw. 0,6947 g Bromessigsiure bzw. 0,9297 g Jod- 
essigsiure bei 37° stehen gelassen. Nach 17!/, Stunden waren 52,5°/, Chlor 
abgespalten, gleichzeitig hatte eine Abnahme von 31,7°/, NH,-N stattgefunden. 
Nach 42!/, Stunden betrug die Chlorabspaltung 80°/, und die NH,-N-Abnahme 
40,8°/,. Nach 68 Stunden waren 90°/, Cl abgespalten, Abnahme des NH,-N 
53,1°/,. Nach 5 Tagen wurden festgestellt: 95°/, Cl und 53,6°/, NH,-N- Ab- 
nahme. 

2. 1-(+-) Alanin + Bromessigsiure. 

Nach 17 Stunden waren 97,5°/, Br abgespalten, NH,-N-Abnahme 53,7°/); 
nach 43 Stunden 97,5°/, Br, NH,-N-Abnahme 55,5°/). 

]-(+-) Alanin + Jodessigsiure. 

Nach 17!/, Stunden betrug die Jodabspaltung 92,5°/,, Abnahme an 
NH,-N 56,9°/,; nach 421/, Stunden betrug die Jodabspaltung 95°/,,, Abnahme 
an NH,-N 55,5°/,. 


Verhalten von Glykokoll bzw. 1-( + )-Alanin und 1-( — )-«-Brompropionsaure 
in alkalischer Losung bei 37°. 


1. Glykokoll +- 1-(—)«-Brompropionsaure. 
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12 g 1-(—)a-Brompropionséiure und 6 g Glykokoll wurden in 390 ccm 
n-Natronlauge gelést. Nach 5stiindigem Stehen bei 37° war der Anfangs- 
aminostickstoffwert um 40,1°/, gefallen; nach 22 Stunden NH,-N-Abnahme 
67,99/,, nach 5 Tagen NH,-N-Abnahme 67°/). 


2. 1-(+) Alanin + 1-(—)«-Brompropionsiure. 
12 g l-x«-Brompropionsiure und 7g 1-(+)Alanin wurden in 390 ccm 
n-Natronlauge gelést. Nach 5stiindigem Stehen bei 37° wurde eine Abnahme 


an NH,-N um 23,8°/o, nach 21 Stunden von 52,5°/, und nach 5 Tagen von 
55,59/) festgestellt. 


Darstellung des d-( —) Methyl-athylamin-«,«’-dicarbonsaurehydrochlorids 
aus l-Brompropionsdure und Glykokoll. 


Das oben erwahnte Reaktionsgemisch wurde mit einem UberschuB 
an Salzsture angesduert und hierauf unter vermindertem Druck zur Trockene 
verdampft. Der Riickstand wurde mehrmals mit trockenem Ather aus- 
gezogen und hierauf 3mal mit je 50 ccm absolutem Alkohol ausgekocht. 
Die alkoholischen Ausziige verdampften wir unter vermindertem Druck bis 
auf wenige Kubikzentimeter. Wir fallten zunaichst mit Ather, um vorhandenes 
Bromnatrium und Glykokollhydrochlorid zu entfernen. Es fallt dabei auch 
ein Teil des Methyl-athylamin-«,«’-dicarbonsiurehydrochlorids mit. Ein Teil 
davon bleibt jedoch in der atherisch-alkoholischen Lésung. Diese wurde bis 
zur 6ligen Konsistenz eingedampft, mit Salzsiure abgeraucht und unter Zusatz 
von Aceton bzw. Eisessig zur Krystallisation gebracht. Zur Reinigung wurde 
die Substanz in absolutem Alkohol gelést und aus diesem nach vorheriger 
Filtration durch Einengen wieder gewonnen. 


32,0 mg Substanz verbrauchten 1,70 ccm n/10-H,SQ,. 
Fir C;H,,0,NCl (183,55) Ber. 7,63°/, N 
Gef. 7,44 
[a] ?O sicht =— 252° (+ 0,29; C = 10). 


Darstellung des Imino-dipropionsdéurehydrochlorids 
aus 1-(—)-«-Brompropionsadure und 1-(-+-)-Alanin.!) 

Das oben erwahnte Reaktionsgemisch wurde angesiuert und ein- 
gedampft. Zur Entfernung des Alanins verwendeten wir die Benzoylierung. 
Aus der Mutterlauge des Benzoylalanins erhielten wir die Verbindung in 
krystallinem Zustand nach Verreiben mit Aceton. 

24,7 mg Substanz verbrauchten 1,20 ccm n/10-H,SO,. 

Fiir CsH,,.0,NCl (197,57) Ber. 7,09°/, N 
Gef. 6,81 
Die Verbindung zeigte kein Drehungsvermégen. 





1) Diese Verbindung ist auf anderem Wege bereits von J. V. Dubsky, 
Ber. chem. Ges. 49, 1045 (1916), dargestellt worden. 
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Uber das Absorptionsspektrum 
des Bilirubins in verschiedenen Lésungsmitteln. 


III. Mitteilung. 
Von 
P. Miiller und L. Engel. 
Mit 5 Figuren im Text und auf Tafel I. 


(Aus der Medizinischen Klinik Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. September 1931.) 


Die bisherigen Untersuchungen’*) zeigten, daB das Bili- 
rubin in allen genannten Lésungsmitteln eine scharf um- 
schriebene Absorptionsbande besitzt. Das Maximum der Ab- 
sorption nimmt mit zunehmender Alkalitét der Losung ab und 
wandert gleichzeitig nach dem violetten Ende des Spektrums zu. 
Der Anstieg der Kurve wird dabei ein flacherer, die Abgrenzung 
der Bande eine unschirfere. 

Von besonderem Interesse war fiir uns noch die Frage nach 
dem Spektrum des Bilirubins in biologischen Lésungsmitteln, in 
erster Linie im Serum. 

Um dariiber etwas aussagen zu konnen, war es notwendig, 
zunichst die Lichtabsorption des Serums allen ohne Bilirubin 
zu kennen. Die gelbe Farbe des menschlichen Serums riihrt ja 
nicht oder nicht allein von der Anwesenheit von Bilirubin her, 
sondern sie ist mitbedingt durch fettlésliche Farbstoffe, die man 
unter dem Sammelnamen der Lipochrome zusammenfabt, und, 
wie wir jiingst nachweisen konnten*), durch fast stets vorhandene 
kleinste Mengen Himoglobin. Die Lipochrome besitzen drei Ab- 
sorptionsstreifen im blauen und violetten Spektralbereich, deren 
Lage wir in allen untersuchten Seren gleichmaéBig bei 490, 460 
und 425 wu fanden. Der dritte, am weitesten violettwarts liegende 
Streifen wird meist iberdeckt von einer starken und breiten Bande, 
deren Maximum bei 414 wy liegt. Sie riihrt von dem eben genann- 
ten geringen, in fast allen Seren vorhandenen Himoglobingehalt 
her. Wir fanden unter den zahlreichen untersuchten Seren fast 
keine, welche diesen Violettstreifen des Himoglobins nicht aufwiesen. 
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Um Bilirubin in menschlichem Serum in Lésung zu bringen, 
verfuhren wir ahnlich wie bei der Herstellung der wiBrigen und 
alkoholischen Bilirubinlésung. 

2,5 mg Bilirubin wurden in 0,5 ccm n/10-NaOH auf einem Uhrschalchen 
gelést, mit Serum in ein 25 ccm-MeBkélbchen gespilt und dieses dann mit 
dem Serum bis zur Marke aufgefiillt. Auf diese Weise bekamen wir eine 
10 mg-°/,ige Lésung von Bilirubin in Serum. Sie ist, wenn nur die Lésung 
des Bilirubins in der Natronlauge — die natiirlich im Dunkelzimmer vor- 
genommen wurde — eine vollstandige war und das von einem AderlaB ge- 
wonnene Serum durch wiederholtes scharfes Zentrifugieren vollkommen klar 
war, ohne jede Triibung, zeigt aber wie alle Seren einen deutlichen Tyndall- 
effekt. Zur Aufnahme und zu den Messungen wurde eine solche Lésung mit 
einer Phosphatpufferlésung vom px 7,4 entsprechend verdiinnt. 

Als Beispiel einer derartigen Absorption von Bilirubin in 
Serum geben wir Figg. 1 und 2 auf Tafel I wieder. In Fig. 1 ist 
die Verdinnung 5fach, die Bilirubinkonzentration also 2 mg-°/,, 
in Fig. 2, die von einem anderen Serum stammt, ist die Ver- 
dimnung 10fach, die Bilirubinkonzentration 1 mg-°/). Fig. 1 
zeigt im oberen Teil das Spektrum des Serums allein in der gleichen 
Verdiinnung 1:5. Man sieht bis ganz an das Ende des sichtbaren 
Spektralbereichs fast keine Absorption. Die Konzentration der 
Lipochrome ist in dieser Verdiinnung so gering, daB sie bei den 
untersuchten Schichtdicken von 1—16mm _ keine erkennbare 
Absorption mehr geben. Dagegen ist bei den gréBeren Schicht- 
dicken, etwa von 9mm an, eben ganz schwach angedeutet der 
Violettstreifen des Himoglobins zu sehen.*) Der untere Teil der 
Fig. 1 stammt von dem gleichen Serum nach Zusatz von Bilirubin. 
Man sieht ziemlich friihzeitig, schon bei 2mm Schichtdicke be- 
ginnend, die nach unten zu immer breiter werdende Absorptions- 
bande des Bilirubins. Der Gipfel der Bande scheint zwei Spitzen 
zu haben, einen breiteren Hauptgipfel mit dem Maximum der 
Absorption bei etwa 470 wu und daneben noch einen kleinen, 
spitzen bei etwa 415 wu. Dieser letztere tritt in Fig. 2, bei dem 
10 fach verdiinnten Serum, noch deutlicher hervor. Er kommt den im 
Serum noch vorhandenen Spuren von Hiimoglobin zu und ist ja 
auch auf dem Spektrum des Serums allein eben schon zu erkennen. 
Bei gréBeren Schichtdicken verschmelzen die beiden Streifen des 
Hamoglobins und Bilirubins zu einer gemeinsamen, breiten Ab- 
sorptionsbande, deren Mitte etwa bei 450 wu liegt. Ganz genau 
lassen sich die Absorptionsmaxima bei der unscharfen Begrenzung 





*) Auf der Originalaufnahme deutlicher zu erkennen als auf der ver- 
kleinerten Wiedergabe. 
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der Banden nicht angeben. Diese ergeben sich vielmehr aus der 
spektralphotometrisch aufgenommenen Absorptionskurve. 

Die Extinktionskoeffizienten des Bilirubins in Serum wurden ebenso 
gemessen wie friiher mit dem Spektralphotometer nach Kénig-Martens, 
Als Vergleichslésung diente das im gleichen Verhaltnis verdiinnte Serum 
ohne Bilirubinzusatz. 

Die auf diese Weise gewonnenen Extinktionskoeffizienten fiir 
Bilirubin in Serum von der Konzentration 10 mg-°/, bringen wir 
in Tab. 1. Zum Vergleich haben wir daneben gesetzt aus den 
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friiheren Mitteilungen die Werte fiir Bilirubin in Chloroform, fiir 
Bilirubin kolloidal gelést in Wasser und fiir Bilirubin in Alkohol. 
Fig. 8 zeigt fiir alle diese Lésungsmittel die Absorptionskurven 
nebeneinander. 

Der Anstieg der Absorptionskurve des Bilirubins in Serum 
ist ihnlich steil wie der der Chloroform- und Alkohollésung. Das 
Maximum der Extinktion liegt bei 460 wu. Der Abfall nach dem 
kurzwelligen Spektralbereich zu ist flacher als der Anstieg vom 
langwelligen her. Der zwischen 420 und 410 wu auf den Aufnahmen 
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vorhandene schmale Violettstreifen des Himoglobin kommt in der 
Kurve nicht mehr zum Ausdruck, da wir in diesem Spektralbereich 
Helligkeitsunterschiede mit dem Auge nicht mehr messen kénnen. 
Die Héhe der Absorptionsbande in Serum ist wesentlich geringer 
als in Chloroform oder Alkohol bei gleicher Konzentration, die 
Extinktion also im ganzen eine schwiachere. Es geht dies iiberein- 
stimmend aus den spektrographischen Aufnahmen und aus der 
Extinktionskurve hervor. 














Tabelle 1. 
Extinktionskoeffiziente n verschiedener kiinstlicher Bilirubin- 
lésungen. 
Konzentration 10 mg-°/). 
Wellenlange Bilirubin Bilirubin Bilirubin — | Bilirubin, kolloi- 
in pp in Chloroform} in Alkohol in Serum dal in Wasser 
550 0,04 0,17 0,09 0,12 
530 0,12 0,20 0,34 0,54 
520 — - — 
510 0,34 0,76 1,45 1,84 
500 0,99 — 2,79 2,22 
493 1,88 2,95 3,89 2,82 
480 5,46 6,08 6,16 3,52 
470 8,42 8,26 7,16 3,82 
460 9,56 9,25 7,20 4,38 
450 — 9,26 7,02 4,82 
440 ~ 9,25 6,62 5,02 














Wir haben wiederholt derartige kiinstliche Bilirubinlésungen 
in Serum hergestellt, um zu erfahren, ob die Extinktion wie in der 
Chloroformlésung stets die gleiche ist, oder ob je nach dem Lésungs- 
zustand des Bilirubins Unterschiede bestehen wie in den kolloidalen, 
waBrigen Losungen. Im groBen ganzen ist die Absorptionsbande 
bei verschiedenen Seren stets die gleiche, die Extinktionskoef- 
fizienten weisen aber doch mitunter kleine Unterschiede auf. Hs 
haingt dies wohl weniger mit der Lésung des Bilirubins als vielmehr 
mit der wechselnden Extinktion des Serums als einer kolloidalen 
Lésung zusammen. Ks ist dies eine Schwierigkeit, die es unméglich 
macht, durch direkte Photometrie des Serums etwa seinen Bili- 
rubingehalt mit absoluter Genanigkeit zu bestimmen. 

Nachdem feststand, daB dem Bilirubin auch im Serum eine 
besondere, charakteristische Absorptionsbande zukommt, unter- 
suchten wir verschiedene bilirubinhaltige Seren, um festzustellen, 
wie sich in diesen das Absorptionsspektrum des Bilirubins verhalt. 
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Es ist bekannt, daB das im Serum vorkommende Bilirubin mit der 
Ehrlichschen Diazolésung verschieden reagiert. Bei einem Teil der ikterischen 
Seren tritt sofort nach dem Zusammenbringen des Serums mit der Diazolésung 
Kupplung des Bilirubins zu einem roten Azobilirubin, dessen Zusammensetzung 
von H. Fischer und Barrenscheen‘) genauer untersucht wurde, ein. Andere 
Seren, darunter alle Normalseren, die ja immer kleinste Mengen Bilirubin 
enthalten, kuppeln auf Zusatz der Diazolésung allein nicht. Es bedarf viel- 
mehr eines besonderen, die Kupplung férdernden Stoffes, z. B. von Alkohol 
oder von OH-Ionen. Diese letztere, erst auf Zusatz von Alkohol eintretende 
Diazoreaktion bezeichnet man als die indirekte, erstere als die direkte. Die 
Unterschiede sind nicht immer scharf, d. h. es gibt Seren, die ohne Zusatz 
von Alkohol zwar nicht sofort, aber nach einigem Stehen die Diazoreaktion 
geben. Der Ausfall der Reaktion besitzt differentialdiagnostische Bedeutung. 


Woher dieses unterschiedliche Verhalten des Bilirubins im 
Serum rihrt, dariiber gibt es eine groBe Literatur, auf die hier im 
einzelnen nicht eingegangen werden soll. Eine bisher noch nicht 
sicher entschiedene Moglichkeit ist die, daB es sich um zwei ver- 
schiedene Bilirubine handelt. Das eine, direkt kuppelnde Bilirubin 
soll hepatischen Ursprungs sein, das andere indirekte soll auBerhalb 
der Leber oder richtiger im reticulo-endothelialen System entstehen. 
Fir die Entscheidung dieser Frage war es von Bedeutung, zu 
wissen, ob sich Unterschiede im spektralen Verhalten des Bili- 
rubins bei direkten und indirekten Seren feststellen lieBen. 

Beckmann*) hatte friiher schon einmal mit einem Bunsenschen Spek- 


troskop fiir die Wellenliangen von 550—500 wu keine Unterschiede in der 


Absorption von direkten und indirekten Seren gefunden. 
In neuerer Zeit wurde die Frage nach der Einheitlichkeit des Bilirubins 


in verschiedenen Seren von amerikanischer Seite mittels der Spektralanalyse 
geprift. Magath u. Sheard®) fanden keine Unterschiede in der Absorption 
von direkten und indirekten Seren. Sie schlieBen daraus, daB das im Blut 
geléste Bilirubin bei gesunden und kranken Personen stets das gleiche ist. 

Wir kamen mit unserer ganz anderen Methodik im wesentlichen 
zu dem gleichen Ergebnis, wenigstens was das spektrale Verhalten 
der verschiedenen ikterischen Seren betrifft. Die Absorptions- 
bilder direkter und indirekter Seren unterscheiden sich in nichts 
voneinander; sie stimmen vollkommen iiberein und stimmen auch 
iiberein mit dem Spektrum eines durch Bilirubinzusatz kiinstlich 
ikterisch gemachten Normalserums. Stets findet sich die breite 
Bilirubinbande, die freilich nur bei entsprechend niedriger Bili- 
rubinkonzentration, also eventuell nur in den verdiinnten Seren, in 
Erscheinung tritt. Bei héheren Bilirubinkonzentrationen wird sie 
sehr rasch, schon bei ganz geringen Schichtdicken, zur totalen 
Absorption des gesamten Lichtes von etwa 510 uu ab violettwarts. 
Verdiinnt man aber alle diese Seren, bis sie etwa normale Farbe 











Absorptionsspektrum des Bilirubins in verschiedenen Lésungsmitteln. 6] 


haben, also bis zu einer Bilirubinkonzentration von rund 1 mg-°/,, 
so tritt die Bande mit dem Maximum der Absorption bei 450 uu 
stets deutlich hervor. 

Die Absorptionskurve des Bilirubins in einem natiirlichen 
Ikterusserum aufzunehmen, ist nicht mdglich, da wir als Ver- 
gleichslésung nicht das gleiche Serum ohne Bilirubin zur Verfiigung 
haben. Man kann héchstens eine Absorptionskurve des Serums 
gegen eime andere Vergleichslésung, destilliertes Wasser, physio- 
logische Kochsalzlésung oder allenfalls gegen ein Normalserum 
aufnehmen, bekommt dann aber im ersteren Falle eine Kurve, die 
die Absorption nicht allein des Bilirubins, sondern der gesamten 
Licht absorbierenden Bestandteile des Serums wiedergibt. Damit 
ist nichts tiber das spektrale Verhalten des Bilirubins in diesen 
Seren ausgesagt. 

AuBer dieser spektralen Untersuchung haben wir noch andere 
Moglichkeiten, uns iiber die Identitiét des Bilirubins in den beiden 
Seren, direkten und indirekten, zu unterrichten. Das eine ist die 
spektrale Untersuchung des diazotierten Bilirubins, also seines 
Azofarbstoffs, das andere ist die Isolierung und Krystallisation 
des Bilirubins aus den verschiedenen Seren. 

Der Azofarbstoff des Bilirubins besitzt in saurer Lésung 
eine Absorptionsbande von 540—610 wu, in alkalischer von 
550—630 wu.7) Die genaue Lage der Bande wurde neuerdings 
von Heilmeyer und Krebs§) spektrophotometrisch festgestellt. 
Das Maximum der Absorption liegt in saurer Lésung bei 
570 wu. Heilmeyer und Krebs priften auch bereits die 
Frage der Ubereinstimmung der Absorptionskurven des Azo-Bili- 
rubins von direkten und indirekten Seren. Sie untersuchten zu 
diesem Zweck das diazotierte Serum eines Falles von katarrha- 
lischem Ikterus und einer experimentell erzeugten Phenylhydrazin- 
vergiftung. Das Serum zeigt aber nach Verabreichung von Phenyl- 
hydrazin nicht die indirekte, sondern nach vielfachen Angaben der 
Literatur die direkte Diazoreaktion. Ganz abgesehen von der 
UnzweckmaBigkeit, beim Menschen experimentell einen Phenyl- 
hydrazinikterus zu erzeugen, hat man in keiner Weise die Gewihr, 
damit die gleichen Verhaltnisse zu schaffen, wie sie beim natiirlichen 
Auftreten der indirekten Diazoreaktion unter krankhaften Be- 
dingungen vorliegen. 

Wir haben daher mit dem Spektralphotometer nach Kénig- 
Martens die Absorptionskurve des Azofarbstoffs des Bilirubins 
bei saurer Reaktion aufgenommen und zwar von einer 5 mg-°/,igen 
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Bilirubin-Chloroformlésung, von einem kiinstlich ikterisch ge- 
machten Serum, d.h. von einem Normalserum, dem nach den 
obigen Angaben 5 mg Bilirubin in 100 cem Serum zugesetzt waren, 
und von je einem direkt und indirekt kuppelnden Ikterusserum. 
Das letztere stammte von einer Kranken mit schwerer Biermerscher 
Animie und enthielt reichliche Mengen Bilirubin. 


Tabelle 2. 


Logarithmen der Extinktionskoeffizienten diazotierter Bilirubin- 
lésungen und direkter und indirekter Seren. 



































Wellenlange Bilirubin Serum Ikterusserum 
in wy in Chloroform + Bilirubin direkt indirekt 
650 0,326 0,398 0,260 | 0,199 
620 0,628 0,687 0,553 0,464 
610 0,706 0,772 0,621 — 
600 0,785 0,836 0,697 — 
590 0,817 0,875 0,736 0,639 
580 0,831 0,895 0,753 0,656 
570 0,829 — 0,753 0,662 
560 0,804 0,865 0,732 0,640 
550 0,760 0,831 0,695 0,605 
540 0,706 0,774 0,645 0,549 
530 0,633 0,714 0,577 0,497 
510 0,435 0,545 0,415 0,354 
490 0,238 0,386 0,274 0,233 
470 0,061 0,250 0,164 0,149 
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Fig. 4 zeigt die Absorptionskurven dieser Lésungen. Tab. 2 
enthalt die entsprechenden Logarithmen der Extinktionskoeffi- 
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yienten. Wir haben in diesem Fall nicht die Extinktionskoeffi- 
zienten selbst, sondern ihre Logarithmen angegeben und auf der 
Ordinate eingetragen, um bei der verschiedenen Bilirubinkonzen- 
tration vergleichbare Kurven zu erhalten. Die Diazotierung er- 
folgte nach der Vorschrift von Thannhauser und Andersen.®) 

Wie man sieht, verlaufen die Kurven wohl annihernd gleich- 
mibig, geringe Unterschiede bestehen aber doch. Die ansteigenden 
Schenkel vom roten Spektralbereich her sind ziemlich parallel; 
ebenso liegt das Absorptionsmaximum bei allen Kurven an der 
gleichen Stelle, némlich zwischen 570 und 580 wu. Verschieden 
ist indes bei allen Seren der absteigende Teil der Kurve nach dem 
violetten Ende des Spektrums zu. Noch deutlicher als in Fig. 4 
kommt dieser Unterschied zum Ausdruck, wenn man die Extink- 
tionskoeffizienten aller Seren umrechnet auf gleiche Bilirubin- 
konzentration, etwa auf die der Bilirubin—Chloroformlésung von 
5 mg-°/5. Die Logarithmen dieser Extinktionskoeffizienten sind 
in Tab. 3 aufgefiihrt, die entsprechenden Kurven zeigt Fig. 5. 


Tabelle 38. 


Logarithmen der Extinktionskoeffizienten diazotierter Bilirubin- 
lé6sungen und direkter und indirekter Seren gleicher Konzentration. 


























Wellenlange Bilirubin Serum Ikterusserum 
in up in Chloroform + Bilirubin direkt indirekt 

650 0,326 0,332 0,336 0,366 
620 0,628 0,621 0,629 0,631 
610 0,706 0,706 0,697 — 

600 0,785 0,770 0,773 -- 

590 0,817 0,809 0,812 0,806 
580 0,831 0,829 0,829 0,823 
570 0,829 0,829 0,829 0,829 
560 0,804 0,799 0,808 0,807 
550 0,760 0,765 0,771 0,772 
540 0,706 0,708 0,721 0,716 
530 0,633 0,648 0,653 0,664 
510 0,435 0,479 0,491 0,521 
490 0,238 0,320 0,350 0,400 
470 0,061 0,184 0,240 0,316 





Der Beginn der Kurven bei 650 wu und ihr Verlauf bis etwa 
540 wu ist in allen Seren und in der Bilirubin—Chloroformlésung 
praktisch der gleiche. Der weitere Verlauf ist jedoch ein anderer. 
Und zwar liegen die Kurven aller Seren hoher als die der reinen 
Bilrubinlésung. Die Extinktionskoeffizienten sind gréBer, die 
Lichtdurchlassigkeit des Azobilirubins aus den Seren eine um so 
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geringere, je weiter man nach dem kurzwelligen Spektralbereich 
kommt. Die Zunahme der Extinktionskoeffizienten ist am geringsten 
beim kiinstlich ikterisch gemachten Serum, am gr68ten beim in- 
direkt kuppelnden Serum der Biermerschen Animie. Ob hierin, 
vor allem in der letzteren Erscheinung eine Gesetzmifigkeit ent- 
halten ist, missen erst weitere Untersuchungen zeigen. 
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Kann man nun aus dem Abweichen der Kurve des Azo- 
bilirubins von der der diazotierten Seren und aus dem nicht ganz 
iibereinstimmenden Verlauf der verschiedenen Serumkurven auf 
eine Verschiedenheit der zugrundeliegenden Bilirubine schlieBen ? 
Bei dem sonst ganz wtbereinstimmenden Verlauf aller Kurven 
_ erscheint es recht fraglich, ob wir ihrem Auseinanderweichen im 
kurzwelligen Spektralbereich nach dieser Richtung hin grofe 
Bedeutung beimessen diirfen. Es kénnte diese wechselnde Ab- 
sorption im kurzwelligen Licht bedingt sein durch andere Stoffe, 
die nicht wie das Bilirubin zu einem blauen Azofarbstoff kuppeln. 
Kolloidale Stoffe, EiweiBk6rper, kommen nicht in Frage, da 
die Seren bei der Diazotierung durch Alkoholzusatz enteiweibt 
wurden. Es ist in erster Linie zu denken an die Lipochrome, die 
in diesem Spektralbereich absorbieren. Ihre Konzentration ist 
aber bei der mit der Diazotierung verbundenen 7,5-fachen Ver- 
diinnung des Serums so gering, da durch sie in 2 em Schichtdicke, 
bei der wir gemessen haben, sicher keine Lichtabsorption mehr 
stattfindet. AuBerdem zeigen die Lipochrome keine gleichmabige 
Absorptionszunahme im Violetten, wie das auf unseren Kurven 
der Fall ist, sondern drei schmale Absorptionsbanden. Aus all 
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dem glauben wir schlieBen zu kénnen, daB der Gehalt der Seren 
an Lipochromen fiir den verschiedenen Verlauf der Azobilirubin- 
kurven nicht verantwortlich zu machen ist. Das gilt auch fiir die 
von Heilmeyer und Krebs§) abgebildete Kurve 8b, deren 
Violettabsorption keineswegs dem Lipochromspektrum entspricht. 

Die Ursache fiir das Auseinanderweichen der Kurven scheint 
uns vielmehr eine andere zu sein. Sicher riihrt sie von einem im 
blauen und violetten Spektralbereich absorbierenden Farbstoff 
her. Die gleichmiéifige Zunahme der Absorption und das Verhalten 
des Bilirubins bei der Diazokupplung sprechen dafiir, daB es sich 
bei diesem Farbstoff um ungekuppeltes Bilirubin handelt. Hans 
Fischer und Barrenscheen’) haben bereits darauf hingewiesen, 
daB die Diazokupplung des Bilirubins nie eine vollstindige ist. 
Dies hat sich uns bei allen kinstlichen Seren und Bilirubin- 
l6sungen — nur bei diesen kennen wir ja den wahren Bilirubin- 
gehalt — bestatigt. Ein Teil des zugesetzten Bilirubins entgeht 
unter den gewihlten Versuchsbedingungen immer der Diazotierung, 
verbleibt als unverinderter Farbstoff und zeigt demnach auch noch 
die diesem zukommende Absorption im blauen und violetten 
Spektralbereich. Bei der mit der Diazotierung verbundenen 
Verdiinnung des Serums tritt diese urspriingliche Bilirubin- 
absorption nur mehr als bei den verschiedenen Seren verschieden 
starke Erhebung des absteigenden Schenkels der Azobilirubin- 
kurven in Erscheinung. 

Von diesem unterschiedlichen Verhalten verschiedener diazo- 
tierter Seren abgesehen, verhalt sich das Bilirubin aus direkt 
und indirekt kuppelnden Seren vollkommen gleich, sowohl was 
sein Spektrum wie seine Krystallisation betrifft. 

Man kann das Bilirubin aus Serum nach einem Vorschlag von Hijmans 
van den Bergh’) sehr leicht extrahieren,wenn man das Serum nach dem 
EnteiweiBen mit Alkohol zuerst mit Petrolather zur Entfernung der Farbstoffe, 
und dann mit Chloroform ausschiittelt. 

Das Absorptionsspektrum einer auf diese Weise gewonnenen 
Bilirubinlésung in Chloroform und zwar aus je einem direkt und 
indirekt kuppelnden Serum, d. h. von einem Kranken mit Stauungs- 
ikterus und Biermerscher Aniéimie, erwies sich uns als voll- 
kommen identisch und ebenfalls véllig iibereinstimmend mit dem 
in unserer 1. Mitteilung beschriebenen Spektrum von aus Gallen- 
steinen dargestelltem Bilirubin in Chloroform. 

Diese Ubereinstimmung betrifft indes nicht blo& das Spek- 
trum, sondern auch die Krystallform. Lat man derartige stark 
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eingeengte Bilirubin—Chloroformldésungen verschiedener Seren einige 
Tage im Hisschrank stehen, so krystallisiert das Bilirubin in feinen, 
gelben Nadeln aus. Diese Bilirubinkrystalle waren bei mikro- 
skopischen Untersuchungen in allen 3 Fallen, d.h. bei Bilirubin 
aus direktem Serum, aus indirektem Serum und aus Rinder- 
gallensteinen, stets die gleichen. 


Zusammenfassung. 


Das Absorptionsspektrum von Bilirubin in menschlichem 
Serum ist ahnlich, jedoch nicht ganz gleich dem in Chloroform. 
Die Absorptionskurven verschiedener diazotierter Seren weichen 
im kurzwelligen Spektralbereich etwas voneinander ab. Dies wird 
auf einen wechselnden Gehalt an ungekuppeltem Bilirubin zurick- 
gefiihrt. In ihrem spektralen Verhalten und in der Krystallform 
zeigt Bilirubin aus direkt und indirekt kuppelnden Seren keinen 
Unterschied. 
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Uber die Reinigung von Sojaurease durch Fallung 
mit Aceton und Kohlensdure. 


Von 


Joseph Zakowski. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Biolaboratorium Oppau der I.G.-Farbenindustrie A.G. Ludwigshafen a. Rhein.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. August 1931.) 


Versuche zur Gewinnung von Urease in krystalliner Form nach 
dem von Sumner?) angegebenen Verfahren aus Schwertbohnen- 
mehl scheiterten bei emer Reihe von Mehlsorten hauptsichlich 
wegen der zu geringen Léslichkeit des in den untersuchten Priipa- 
raten enthaltenen Fermentes in 32°/,igem Aceton. Es wurde 
deswegen versucht, aus Sojabohnen, die in gréBeren Mengen zur 
Verfiigung standen und die sich durch einen verhaltnismaBig hohen 
Ureasegehalt auszeichneten, das Ferment so weit anzureichern, 
daB sie als Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung von Urease in 
krystalliner Form in Frage kommen konnten. 

Die Sojabohnen wurden fein gemahlen und im Verhialtnis 1:10 
mit Wasser extrahiert. Der zentrifugierte und filtrierte Extrakt 
wurde zum vierfachen Volumen Aceton gegossen. Van Slyke?) 
empfiehlt zur Herstellung von Trockenpraparaten aus waBrigen 
Bohnenextrakten eine Fallung mit wenigstens der zehnfachen 
Acetonmenge. 

Tab. 1 gibt die Abhangigkeit der Enzymwerte (Ureaseeinheiten 
pro Gramm Trockensubstanz) der wasserléslichen Anteile der 
Niederschlige von der zur Fallung benutzten Acetonmenge wieder. 
Ks handelt sich durchweg um 10°/,ige zentrifugierte und filtrierte 
Extrakte, die mit Aceton gefallt wurden. 





1) J. of Biol. Chem. 69, 435 (1926). 
2) Deutsche med. Wochenschr. 40, 1219 (1914). 
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Tabelle 1. 


Enzymwerte und Léslichkeit der Acetonfallungen aus 10°/,igen 
Sojamehlextrakten in Abhangigkeit von der Konzentration des 
















































Fallungsmittels. 
Verhialtnis Ureaseeinheiten Trockengehalt in °/, 

Aceton : Extrakt- saan pro g eines 1°/,igen Extraktes 
volumen n/10-NH, geléster Substanz | der Acetonniederschlage 

10: 1 4,0 220 0,91 

4:1 3,65 217 0,84 

2:1 2,25 149 0,75 

i:1 1,6 160 0,5 











Zur Feststellung der Enzymwerte und der Léslichkeiten wurden 
die mit Aceton entwisserten und iiber Nacht im Vakuumexsiccator 
iiber Schwefelsiure getrockneten Niederschlige!) mit Wasser eine 
Stunde bei Zimmertemperatur im Verhiltnis 1:100 extrahiert. Der 
Extrakt wurde filtriert. Die Abdampfriickstiénde dieser Extrakte — 
wurden zur Bestimmung der Trockengehalte tiber Nacht im Trocken- 
schrank bei 105° getrocknet. Zur Bestimmung der ureatischen 
Wirksamkeit wurden 2 ccm des filtrierten 1°/jigen Extraktes zu 
folgendem auf 50° vorgewarmten Ansatz gegeben. 





ei TALS Sa I al A cde PBL Set a ay, NRA Se a a i a eT 7 Pe ET 
ED REE Ai BA AN EAS PG oR BR TE, See aa a a a 


4 ccm m/2-Phosphatpuffer py = 7,4, 
4 ccm m/10-Harnstofflésung. 


Die Harnstoffspaltung lef 8 Minuten bei 50°. Sie wurde 
gestoppt durch Zugabe von 10 ccm einer gesiéttigten Kalium- 
carbonatlésung. Die Bestimmung des gebildeten Ammoniaks 
geschah nach dem Verfahren von Folin und zwar in der von 
Lévgren?) verbesserten Form. Auf die in dieser Weise festgestellte 
Ammoniakmenge in Kubikzentimeter einer n/10-Lésung beziehen 
sich in der Tab. 1 wie in allen folgenden Tabellen die unter 
ecm n/10-NH, angegebenen Zahlen. 

Als Ureaseeinheit ist in dieser Arbeit diejenige Enzymmenge 
definiert, welche unter den oben angegebenen Bedingungen eine © 
Ammoniakmenge entwickelt, die 1 ccm einer n/10-Lésung ent- | 
spricht. 





1) Die in der oben geschilderten Weise durch Fallung mit dem vierfachen 
Acetonvolumen zubereiteten Trockenpraparate sind im folgenden als S, 
bezeichnet. 


2) Biochem. Z. 119, 214 (1921). 
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Die Definition einer Enzymeinheit setzt voraus, daB einmal 
alle zur Berechnung benutzten Umsitze noch in das Gebiet der 
linearen Abhangigkeit des Umsatzes von der Enzymmenge fallen, 
und daB zweitens die Fermentwirkungen bis zu der in der De- 
finition angegebenen Zeit linear mit ihr verlaufen. 

Die Figg. 1 und 2 zeigen, daB die erste Voraussetzung bis zu 
Umsiatzen von 3,5 bis 4,0 cem n/10-NH, erfiillt ist. Wo in den 
Tabellen héhere Zahlen fiir die entwickelten Ammoniakmengen 
auftreten, sind sie errechnet aus Umsitzen, die mit verdiinnteren 
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Die Ureasewirksamkeit in Abhangigkeit 


von der Enzymmenge. 


Die ureatische Harnstoffspaltung in Abhangigkeit 
von der Zeit. 





Enzymldésungen als in den Tabellen angegeben, erhalten wurden. 
Aus der Fig. 2 ergibt sich, daB auch die zweite Voraussetzung fiir 
unsere Definition der Ureaseeinheit erfiillt ist. Beide Figuren 
geben je eine Versuchsreihe mit zwei verschieden konzentrierten 
Extrakten von S, wieder. In Fig. 1 ist fiir den Enzymgehalt der 
Ausgangslésung willkiirlich der Wert 25 angesetzt; die wbrigen 
Abszissenwerte sind aus dem Verdiinnungsgrad dieser Loésung 
errechnet. 

Aus Tab. 1 ergibt sich, daB die zur Fillung des 10°/,igen 
Extraktes von Sojamehl verwendete Acetonmenge auf den Rein- 
heitsgrad des in Wasser ldéslichen Anteiles der Niederschlige 
praktisch kaum einen EinfluB hat, daB dagegen die Léslichkeit der 
erhaltenen Fallungen deutlich mit der Menge des Fallungsmittels 
abnimmt. Beide Tatsachen werden erhirtet durch die Zahlen der 
Tab. 2. 
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Die in dieser Tabelle wiedergegebenen Versuche wurden unter- 
nommen, um etwas iiber den EinfluB einer vorhergehenden Ent- 
fettung des Bohnenmehls auf die Reinheit der gewonnenen Pri- 
parate zu erfahren. Die Tab. 2 zeigt noch deutlicher als Tab. 1 die 
Unabhingigkeit der Enzymwerte von der Menge des Fallungs- 
mittels. Eine der Extraktion vorangehende Entfettung des Bohnen- 
mehls mit Petrolaither bei Zimmertemperatur hat auf die Enzym- 
werte der wasserléslichen Anteile der Niederschlige praktisch 
keinen EinfluB. Damit ist natiirlich tiber den EinfluB einer Ent- 
fettung auf die Gesamtausbeute an Enzym nichts gesagt. 


























Tabelle 2. 
EinfluB einer Entfettung auf die Enzymwerte der Aceton- 
fallungen 
Verhaltnis A 0/, Trockengehalt Enzymwerte des 
Aceton com NH, eines 1°/,igen wasserléslichen 
zu Extrakt- n/10-Sojamehl Extraktes der Anteiles der 
volumen Acetonfallungen Acetonfallungen 
Extrakt 1:10 as 
zentrifugiert nicht nicht | nicht 
und filtriert ') entfettet entfettet entfettet entfettet entfettet | entfettet 
10:1 3,64 | 2,88 | 0,80 | 0,70 225 | 205 
4:1 3,34 2,99 0,71 0,68 235 | 220 
2:1 3,04 2,44 0,62 0,55 245 | 220 
1:2 2,65 1,1 0,55 0,33 240 165 




















Die Angaben fiir die Trockengehalte in Tab. 2 beziehen sich 
wieder auf 1°/jige, filtrierte Extrakte (extrahiert 1 Stunde bei 
Zimmertemperatur) der entsprechenden getrockneten Aceton- 
fallungen. Nach den oben stehenden Zahlen scheint die Léslichkeit 
der Niederschlige aus Extrakten von vorher entfettetem Mehl um 
ein Geringeres gréBer zu sein als die der entsprechenden aus nicht 
entfettetem Mehl. 

Die Tabb. 1 und 2 liefern einen eindeutigen Beleg fiir die 
Tatsache, da8B die Léslichkeit der Acetonfillungen mit der Menge 
des Fallungsmittels zunimmt. Eine Erklarung hierfiir ist wohl 
in folgendem zu sehen: Es werden durch den Acetonzusatz aus 
dem wiBrigen Extrakt zunichst die am starksten hydrophoben 
Kolloide ausgefallt werden. Der Anteil an hydrophilen Kolloiden 
im Niederschlag wird um so gr6Ber sein, je gréBere Acetonmengen 
zu seiner Fallung nétig waren. Beim Lésen des Niederschlags in 


1) Extraktionsdauer bei Zimmertemperatur 2 Stunden. 
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Wasser kénnen dann die hydrophoben Kolloide durch die hydro- 
philen peptisiert werden. Das wird um so leichter geschehen, je 
gréBer der Anteil an hydrophilen Kolloiden im Bodenk6rper ist. 
Es ist wichtig, noch darauf hinzuweisen, daB die Fallung 
eines 10°/)igen Sojamehlextraktes mit dem vierfachen Volumen 
Aceton nur den Zweck hatte ein leichter zu handhabendes Trocken- 
produkt zu gewmnen. Der Enzymwert dieser Niederschlage ist 
gegeniiber dem des Ausgangsmehls keineswegs gesteigert. Tab. 3 
gibt die entsprechenden Daten fiir das unbehandelte Sojamebl. 


Tabelle 38. 


Enzymwerte fiir das Ausgangsmehl. 








°lo Enzymwert 
Enzymlésung Trocken-}| ccm n/10-NH, |des wasserlés- 
gehalt lichen Anteils 








Sojamehl nicht entfettet mit H,O 
1 Stde. bei Zimmertemperatur ex- 
trahiert 1:100 und dann filtriert | 0,45 {3,0 (in 15 Min.)') 178 
Wie oben, nur entfettetes Sojamehl | 0,42 [3,0 (in 15 Min.)') 190 
Sojamehl mit H,O 1: 10 extrahiert 
1 Stde. bei Zimmertemperatur, 


dann zentrifugiert u. filtriert u. 
aufs 10fache verdiinnt.... . 0,44 {1,7 195 











Auch wenn man das Verfahren, welches zu dem Trockenprodukt S, 
fiihrt, mit diesem letzteren noch einmal wiederholt, erhalt man keine Steigerung 
des Enzymwertes. Doch ist dieses Produkt vollstandig in Wasser ldslich. 
Tab. 4 gibt die entsprechenden Zahlen. 








Tabelle 4. 
°/, Trocken-| com |, 
Enzymlésung gehalt n/10-NH, Enzymwert 





Der Niederschlag aus einem filtriert. 
Extrakt von S, mit H,O 1: 10 mit 
der 4fachen Menge Aceton nach 
Trocknen 1] : 100 in Wasser gelést, 
filtrieren unnétig ....... 0,98 3,1 160 











Es wurde zuniachst versucht, filtrierte waBrige Extrakte des 
Praparates S, durch Adsorption zu reinigen. Als Adsorbens wurde 


1) Diese beiden Versuche liefen unter sonst gleichen Bedingungen 
15 Minuten lang. Fir die Berechnung der Enzymwerte ist der auf 8 Minuten 
reduzierte Umsatz benutzt worden. 
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das nach der Willstatterschen Vorschrift hergestellte Aluminium- 
hydroxyd Cy mit 98 mg Al,O; in 10 ccm benutzt. Als Ausgangs- 
lésung diente eine 2°/, filtrierte Lésung von S,. Aus dieser Lésung 
lieB sich durch gerimge Mengen der Cy-Aufschlammung ein Teil der 
Begleitstoffe der Urease entfernen, ohne daB Enzymverluste ein- 
traten. Durch gréBere Mengen Adsorbens resp. durch Erhohung 
der Aziditaét der Enzymlésung konnte man auch das Enzym mehr 
oder weniger vollstaéndig adsorbieren. Tab. 5 gibt eine entsprechende 
Versuchsreihe wieder. 











Tabelle 5. 
Adsorptionsversuche an C,,. 
in der 
com n/10 Restlésung nach | Enzym- 
Lésung NH,}) '|Abzentrifugieren | wert des 
- 3 


d. Niederschlages| Gelésten 
°/, Trockengehalt 








2°/, 8, 1:1 verdimmt....... 2,45 
10 com 2°/, 8; + 10com C,). . 0,35 0,24 
10 ccm 2°/, S,+5ceem H ,0-+5ccemC, 2,40 
10 cem 2°/, S, + 5 cem n/10- Essig- 











sfure-+-5cem Cy. ....... 0 _- — 
10 ccm 2°/, S,; + 5cem Aceton 
PO De 6 4.5 we 4 4 et» 2.7 0,53 255 
10 cem 2°/, 8, + 5eem Aceton + 5 ccm 
'y + 0,1 eem n/10-Essigsture . . 2,6 0,42 310 


Das aus den Restlésungen abzentrifugierte Aluminium- 
hydroxyd wurde zweimal mit je 20 com H,O gewaschen und mit 
10 cem n/100-Na(OH) eluiert. Dabei gingen mindestens 50°/, 
des Enzyms verloren. Zudem betrug die Ureaseanreicherung kaum 
100°/,. Die Reinigungsversuche durch Adsorption wurden des- 
wegen aufgegeben. 

Andere Versuche zeigten, daB ein ahnlicher Reinigungseffekt, 
wie er durch geringe Mengen des Aluminiumhydroxydes Cy er- 
halten wurde, auch durch Einleiten von Kohlensaure in 
die 2°/, Lésung von [Cy] bei 10° erzielt werden kann. Zur Ver- 
meidung des Schéumens wurde der Lésung ein Tropfen Okty]l- 
alkohol zugegeben. Das Einleiten der Kohlenséure wurde so lange 
fortgesetzt, bis sich in der Lésung deutliche Flockenbildung zeigte. 


1) Entwickelt durch 2cem Lésung im oben erwahnten Harnstoff- 
spaltungsansatz. 
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Wie Tab. 6 zeigt, reiBt der Kohlensiure-Niederschlag verhaltnis- 
miBig wenig Urease mit. 


2 Um den Einflu8 von Temperatur und Verdiinnungsgrad der 
' Lésung auf Menge und Zusammensetzung der Kohlensiurefillung 


,. Weise ermittelt. 
sammengestellt. 


Tabelle 6. 


mit Kohlensaure 


zu ermitteln, wurden die bei verschiedenen Werten der beiden 
genannten Variablen erhaltenen Niederschlige in 20 ccm 0,02°/, 
' Ammoniak gelést und ihre ureatische Wirksamkeit in bekannter 
Die betreffenden Versuche sind in Tab. 7 zu- 


Enzymwerte des Gelésten vor und nach der Fallung 
































4 Ver- com /, Trocken- Reini 
: such n/10-NH, : gehalt Enzymwert Od 
: | | gra 
4 Nr. vor | nach vor | nach vor | nach | in %/, 
| 1 56 | 53 | 1,6 1,13 | 175 | 234 34 
2 6,4 | 5,7 1,5 0,94 213, «303 42 
3 2,9 | 2,65 | 0,69 0,39 211 | 266 26 
Tabelle 7. 





Enzym- 
verlust 
in °/) 
5,3 

11 
8,6 


GréBe und Enzymwert der Kohlensaurefallung in Abhangigkeit 
von Temperatur und Verdiinnungsgrad. 





10cem 2°/, 


| _Desgleichen 





Desgleichen 





Desgleichen 





Fallungs- 





S,+CO,. Niederschlag 
gelést in 20 ccm 0,02°/, NH, . 


10 cem 2°/, S,+40cem H,O+CO,. 
Niederschlag gelést wie oben . 


10 com 2°/, 8,+90cem H,O+CQ,. 
Niederschlag gelést wie oben . 


go 
40° 





ccm 
n/10-NH, 











Enzym- 
wert 


104 
110 


Die Effekte sind nicht groB, jedoch eindeutig in dem Sinne, 
daB die Menge des Niederschlages sowie dessen Ureasegehalt mit 


steigender Verdiinnung etwas zunimmt. 
peratur dagegen wird die Kohlensiurefillung kleiner. 


Mit steigender Tem- 





Die Tab. 6 zeigt, daB die durch die Kohlensiurefallung erzielte 
Reinigung der Urease nicht sehr grof ist. Versetzt man aber die 
vom Kohlensiureniederschlag abzentrifugierte Lésung — sie 
fiihrt im folgenden die Bezeichnung Restlésung A — mit Aceton 
in solcher Menge, da8 noch keine Fallung erfolgt und leitet erneut + 
Kohlensiure ein, so enthalt der in Wasser lésliche Anteil — 
dieses Niederschlages das Enzym in einer ums 5- bis 
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8-fache reineren Form. 


Der Verlauf der Reinigung, wie er den Werten der Tab. § 
zugrunde liegt, sei mit den fiir die einzelnen Lésungen und Fail- 
lungen im folgenden benutzten Bezeichnungen noch einmal sche- 


matisch dargestellt: 


2°/, S, (filtriert) + CO, (5—10°) 


Ke 


testlésung A 


| 


Y 


50 ccm Restlésung A + 50 ccm H,O + 50 cem Aceton + CO, (10°) 
es 


A 


Niederschlag I (wird verworfen) 


Ke 2 
Restlésung I (verworfen) 


all 


Eluat I 


Niederschlag II wird eluiert 
mit 25 ccm H,0O 


pe 
~~ 


Niederschlag III wird in 
25 ccm 0,02°/, NH, geldést 


Y 


Eluat IT 


Tabelle 8. 


Reinigung der Sojaurease durch kombinierte Kohlenséure- und 
Acetonfallung. 




















ecm n/10-NH, 





_ . Sere 
Eluat I 

Eluat II 
Restlésung I 

















°/, Trockengehalt | Enzymwert 
1,5 213 
0,94 300 
0,34 1180 
0,23 565 
0,20 — 








Aus den Zahlen der Tab. 8 ergibt sich fiir das Eluat I eine 
Reinigung des Enzyms gegeniiber der Ausgangslésung auf das 
5,5 fache. 


Der hierbei auftretende Enzymverlust betragt 37°/,. 
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stigsten ist. Aus emer Loésung mit 66°/, Aceton fallen durch 
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Bei der Aceton-Kohlensaurefillung scheint die Urease haupt- 
sichlich den leichter léslichen Bestandteilen des Niederschlages 
assoziiert zu bleiben. 

Es war damit zu rechnen, daB die Zusammensetzung der 
Aceton-Kohlensiurefillung und damit der Reinheitsgrad des 
Niederschlages abhingig sein wiirde von folgenden Faktoren: 


1. von der Acetonkonzentration, 
2. von der Konzentration an Extraktstoffen, 
3. von der Fallungstemperatur. 


Zur Priifung der Abhangigkeit 1. wurden folgende 3 Lésungen bei 10° 
mit Kohlensaure gefallt: 


1. 100 ccm Aceton + 50 ccm Restlésung A 1:1 verdiinnt, 

2. 50ccm Aceton + 50 ccm H,O + 50 ccm Restlésung A 1:1 ver- 
diinnt, 

3. 25 ccm Aceton + 75 ccm H,O + 50 ccm Restlésung A 1:1 ver- 
diinnt. 

Die hierbei resultierenden drei Restlésungen RI,, RI, und 
RI, waren mit fallendem Acetongehalt immer triiber. Der Nieder- 
schlag II, war in 50cem H,O glatt ldslich (Eluat [,). Die ent- 
sprechenden Niederschlige der Loésungen 2 und 3 waren nicht 
mehr vollstiéndig wasserldslich. Sie wurden mit je 25cem H,O 
extrahiert (Eluat I, und Eluat I,). Wir finden hier also ahnliche 
Verhaltnisse wieder, wie sie durch die 8. Vertikalreihe der Tab. 1 
dargestellt sind. Der in Wasser unldésliche Anteil der Nieder- 
schlage II, und II, ldste sich glatt in 0,02°/, NH,-Lésung 
(Eluat II, und Eluat II,). Das betreffende Zahlenmaterial ist 
in Tab. 9 zusammengestellt. 


Tabelle 9. 


Abhangigkeit der Enzymwerte und Léslichkeiten der Aceton- 
Kohlensaurefaillung von der Aceton-Konzentration. 












































Aus- | Rest- 
ieee ose. A’ RI, | RI, | RI, | EI, | El, | El, |EU,| EU, 
29/, S,} verd. 
cem n/10- 
NH, 6,4 | 2,45 10 0,1 | 0,55 | 2,25 | 2,65 10,4 | 1,55] 1,0 
°/, Trocken- 
gehalt 1,7 — | 0,06 | 0,086] 0,1 | 0,23 | 0,11 | 0,015) 0,16 | 0,14 
Enzymwert | 190 ~= — | — | — | 490 | 1200] 1330] 485 | 355 


Die Tab. 9 zeigt, daB die Acetonkonzentration 2 am giin- 
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Kohlensiure mit der Urease zuviel Lésungsgenossen aus; bei 
einer Acetonkonzentration, wie sie der Lésung3_ entspricht, 
bleibt zuviel Enzym in Lésung. 

Um die Abhangigkeit der Zusammensetzung der Aceton- 
kohlensaurefallung von der Konzentration der Lésung an Extrakt- 
stoffen zu priifen, wurden folgende beiden Lésungen bei 10° mit 
Kohlenséure gefallt: 

1. 50 cem Aceton + 50 ccm H,O + 50 ccm Restlésung A. 

2. 50 ccm Aceton + 50 ccm H,O + 50 ccm Restlésung A 1:10 verdiinnt. 

Der Niederschlag I, wurde mit 25cecm H,O eluiert (EK I,), 
der Rest im gleichen Volumen 0,02°/, NH, gelést (EK II,). Beim 
Niederschlag II, waren die entsprechenden Volumina je 10 ccm. 
Die Elution mit H,O erfolgte in diesem Fall 5 Minuten lang bei 
50°. In der Tab. 10 sind die zu diesen beiden Lésungen ge- 
hérenden Versuchsreihen zusammengestellt (Parallelversuch: a, b). 


Tabelle 10. 


DieEnzymwerte und LéslichkeitenderAceton-Kohlensaurefallung 
in Abhangigkeit von der Konzentration an Extraktstoffen. 


















































een Pcp | Eluat I, | Eluat I, | Eluat II, | Eluat I, 
2/04 
a | ba | bj}|aj|b a | a | bjiaisb 
ecm _ n/10- | | | | 
NH, 56 | — 153 48 | 7,2. 8,8 |0,450,6 |2,45| 1,85] 1,8 0,95 
°/, Trocken- | | | 
gehalt 1,6 | —| 1,0 0,94] 0,3 0,4 | — [0,017] 0,41 0,27] 0,15 0,096 
Enzymwert | 174; — | 265 255 {1200 1100} — |1760] 300) 340 600 | 490 


Wie die Tab. 10 zeigt, wird der Reinheitsgrad der Elution I 
durch eine Verdiinnung der Ausgangslésung auf das 10fache um 
ein Geringes erhéht. Dieser Erhohung des Reinheitsgrades geht 
aber ein gegeniiber der unverdiinnten Lésung sehr erheblicher 
Enzymverlust parallel. Die Enzymverluste bei dem hier geschil- 
derten Reinigungsverfahren sind — vorausgesetzt, daB die Aceton- 
kohlensiurefaillung vollstandig war — _ hauptsachlich bedingt 
durch die Tatsache, daB ein Teil der gefillten Urease an die in 
Wasser unldéslichen Bestandteile des Niederschlages gebunden 
bleibt. Dieser Verlust l48t sich leicht errechnen aus den fiir die 
wiBrige und ammoniakalische Lésung angegebenen Zahlen fiir 
die unter gleichen Bedingungen entwickelten Kubikzentimeter 
n/10 NH,. Aus der Tab. 10 ergibt sich, daB der in Frage stehende 












































Reinigung von Sojaurease durch Fallung mit Aceton u. Kohlensaure. 77 
Verlust fiir die unverdiinnte Lésung 11—25°/, betrigt. Fir die 
verdiinnte dagegen belaufen sich die entsprechenden Zahlen auf 
rund 60—80°/). 

Die Enzymwertsteigerung des in Wasser ldéslichen Anteiles 
der Aceton-Kohlensiurefillung mit steigender Verdiinnung der 
Ausgangslisung ebenso wie die damit parallel laufende Anderung 
der Verteilung der Urease zwischen die wasser- und die alkali- 
léslichen Bestandteile des Niederschlages wird auch schon bei 
kleeren Verdiinnungsgraden deutlich. | 

Tab. 11 belegt dieses (S. 78). Bei den in dieser Tabelle wiedergegebenen 
Versuchen erfolgte die Aceton—Kohlensaurefillung bei 10° aus folgenden 
beiden Lésungen: 

1. 50 com H,O + 50 ccm Aceton +- 50 ccm Restlésung A 1:1 verdiinnt. 

2. 75 ccm H,O + 50 ccm Aceton + 25 ccm Restlésung A 1:1 verdiinnt. 

Die Elutionsvolumina betrugen alle 25 ccm. Die Werte beziehen sich 
auf 4 Parallelversuche (a, b, c, d). 

Wahrend also das Verhaltnis der wasserléslichen zur wasser- 
unléslichen Urease in der Aceton-Kohlensiurefallung bei der un- 
verdinnten Lésung rund 4:1 betrigt (Verhaltnis der unter 
Kluat I, und Eluat II, stehenden Zahlen) fallt es mit der Ver- 
diinnung des Extraktes aufs Doppelte auf rund 2:1. 

Steigert man bei der Aceton-Kohlensaurefillung die Kon- 
zentration an Extraktstoffen unter Beibehaltung einer Aceton- 
konzentration von 33°/,, so erhalt man schlieBlich Niederschlige, 
die vollsténdig in Wasser léslich sind. 

Auch die Acetonfallbarkeit gewisser in der Lésung vor- 
handener Stoffe nimmt mit steigender Konzentration zu. 

Versetzt man niémlich eine unverdiinnte Restlésung A mit 
dem halben Volumen Aceton, so erhalt man einen in Wasser lés- 
lichen Niederschlag, dessen Enzymwert aber den der Ausgangs- 
lésung von S, kaum iberschreitet. Es geniigt bereits eine Ver- 
dimnung der Restlésung aufs Doppelte um eine Fallung durch 
das gleiche relative Acetonvolumen hintanzuhalten. 

Zentrifugiert man den aus der unverdiinnten Restlésung A 
durch Zugabe des halben Volumens Aceton erhaltenen Nieder- 
schlag ab, und leitet dann in die Lésung Kohlensiure ein, so er- 
halt man eine Fallung, die nicht mehr vollsténdig in Wasser lés- 
lich ist. Wesentlich fiir die Deutung der im Verlauf der vor- 
liegenden Untersuchung auftretenden Lésungsphinomene ist die 
Tatsache, daB aus der Lésung: a ccm Restlésung A + a/2eccm 
Aceton durch Kohlensiure ein in Wasser vollstindig léslicher 
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Tabelle 11. 


Einflu8 der Konzentration an gelésten Stoffen auf den Reinheitsgrad und die Verteilung 
der Urease in der Aceton-Kohlensdurefallung. 





ecm n/10- | 
NH, | 


°/, Trocken- 
gehalt 


Enzymwert 


Ausgangslésung 


Restlésung A 
1:1 verdiinnt 








1,68 





| | 
210 | 194 | 125 





0,44 


280 | 


0,37 


| 350 





Eluat I, 





1,6 


0,066 | 


1200 











1,15 | 1,2 


0,041 | 0,031 | 


1400 | 1930 

















NH, 


gehalt 


Enzymwert 





Eluat IT, 


c 
| 1,0 


0,15 | 0,057| 0,07 0,059 


400 | 870 | 500. 680 





Eluat IT, 





Restlésung I, 
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0,085 


470 310 


0,042 | 
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a | b | c 
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0,1 | 90,1 
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Niederschlag erhalten wurde — vorausgesetzt, daB die bereits 

» durch die Acetonzugabe auftretende Fillung vorher nicht ab- 
 zentrifugiert worden war. Aus dieser Tatsache ergibt sich deut- 
| ? lich die groBe Rolle, welche man der Peptisation eines Bestand- 
teiles der in Frage kommenden Niederschlige durch einen zweiten 
bei der Lésung solcher Fallungen zuschreiben muB. 
Wie die Tab. 12 zeigt, ist eine Steigerung der Extrakt- 
| - konzentration der mit Kohlensiure zu fillenden acetonischen 

_ Lésungen iiber diejenige, die bei den Versuchen der Tabb. 10 
und 11 verwendet wurde, nicht zweckméBig. Die Werte der 
') Tab. 12 wurden erhalten bei der Fallung folgender Lésungen 
_. mit Kohlensiure bei 10°: 
: 1. 50 com Aceton + 50 ccm H,0 + 50 cem Restlésung A 1:1 verdiinnt. 
i 2. 10 ccm Aceton + 20 ccm Restlésung A. 





: Die Niederschlige aus der Lésung1 wurden mit 25 cem 
| Wasser eluiert, diejenigen aus Losung 2 in 20cem Wasser ge- 
lést. Fir beide Fallungen sind parallele Versuchsreihen (a, b) 
wiedergegeben. 
Tabelle 12. 


Reinheitsgrad der Aceton—Kohlensaurefallung bei héheren 
Konzentrationen an Extraktstoffen. 








Ausgangs- | Restlésung A 
lésung 2°/, S,] 1:1 verdiinnt Eluat I, Eluat I, 


a | bf a|bt{aii| »b cts Me 


“TE O19 VBL 














com n/10-NH, ...] 48 | 48 [1,9 | 20 12,85 |2,7 | 25 | 1 
°/, Trockengehalt. | 1,68 1,6 0,36 | 0,34 | 0,11 | 0,105] 0,21 | 0 
Enzymwert....... 140 | 150 | 265 | 295 | 1300 | 1285 | 595 | 3 














Aus der Tab. 11 ergab sich, daB die Verteilung der Urease 
innerhalb des Aceton-Kohlensiureniederschlages von der Ver- 
diimnung der Ausgangslésung abhangt und zwar in dem Sinne, 
daB mit steigender Verdiinnung immer mehr Enzym im wasser- 
unléslichen Anteil der Fallung bleibt. In gleicher Weise wirkt 
eine Erhéhung der Fallungstemperatur. 

Bei der Priifung des Temperatureinflusses ergab sich weiter, 
daB die gesamte Enzymmenge, welche bei 25° bzw. 35° gefiillt 
wird, kleiner ist als die, welche bei 10° niedergeschlagen wird 
und daB gleichzeitig der Enzymwert der 35°-Fallung sich nicht 
sehr von dem der Ausgangslésung unterscheidet. Damit war die 
Méglichkeit gegeben, durch zwei aufeinander folgende 
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Fallungen bei verschiedener Temperatur den Rein- 
heitsgrad der Urease noch weiter zu steigern. 


Die in der Tab. 18 wiedergegebenen Versuche wurden wie | 


folgt ausgefihrt: Die aufs Doppelte verdiinnte Restlésung A 
wurde mit dem gleichen Volumen Wasser und Aceton versetzt. 
Je 150 ccm einer solchen Lésung wurden bei 10° und bei 35° 
mit Kohlenséure gefallt (Restlésung I 10° und Restlésung I 35°). 
Die abzentrifugierten Niederschlige wurden zunichst mit 25 cem 
Wasser eluiert (Eluat I 10° und Eluat I 35°), der unlésliche Rest 
in je 25 ccm 0,02°/, NH, gelést [Hluat If 10° und Eluat IT 35°). 


120 cem der Restlésung I 85° wurden dann noch einmal bei 5° | 
mit Kohlensiure gefallt (Restlésung If 85°) und der Nieder- | 
schlag mit 20cem Wasser eluiert (Eluat III 85°). Der Verlauf © 
der eben dargelegten Fallungen ist in Tab. 18 an vier Parallel- — 


versuchen (a, b, .c, d) demonstriert (vgl. 5. 81). 


Ein Vergleich zusammengehoriger Werte der Vertikalreihen 5 © 


und 6 einerseits und 7 und 8 andererseits zeigt deutlich, daB sich 
das Verhiltnis von wasserldslicher zu wasserunléslicher Urease 
mit Erhéhung der Temperatur umkehrt. Hs fallt bei héheren 
Temperaturen weniger wasserldsliche Urease aus acetonischer 
Lésung durch Kohlensiure aus. Wiaihrend durch die ein- 
malige Aceton-Kohlensaurefillung der Reinheitsgrad 


der Urease aufs 6—8fache ansteigt, ergibt die Ein- 


schaltung einer Fallung bei 35° Reinheitsgrade, die 


zwischen 12 und 16 liegen. Diese Versuche waren jedoch 


nicht besonders gut reproduzierbar. 


Versuche, Ureasepraparate, die durch das oben geschilderte | 
Verfahren an Enzym auf etwa das 7fache angereichert waren, | 


durch eine Wiederholung des Verfahrens noch weiter zu reinigen, 
fiihrten auch nicht viel weiter. Interessant ist, daB die Elution I’) 


mit Kohlenséure wieder eine Fallung gibt, deren Losung in 0,02°/, 
NH, einen Enzymwert von rund nur 100—500 aufweist. Wird | 


diese Fallung abzentrifugiert und zur Restlésung das _halbe 


Volumen Aceton gegeben, so erhilt man erneut einen Niederschlag, [ 
der glatt in Wasser ldslich ist. In all diesen Niederschligen [ 
konnten aber wesentliche Anreicherungen der Urease nicht er- f 


zielt werden. 


Aus den zuletzt erwihnten Versuchen ergibt sich die grofe f 
Bedeutung der Lésungsgenossen der Urease fiir den ganzen Ver- f 





1) Die Fallung aus 50 ccm Restlésung A + 50ccm H,O + 50 ccm ‘ 


Aceton mit Kohlensaiure bei 10° eluiert mit 25 cem H,0. 








Tabelle 13. 
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lauf des Reinigungsverfahrens. Dementsprechend konnte es nicht 
wundernehmen, daB Extrakte aus Schwertbohnenmeh! bei der 
Aceton-Kohlenséurefillung ein durchaus anderes Verhalten 
zeigten als es oben fir die Sojamehlextrakte geschildert wurde. 
Fallte man einen filtrierten, 2°/,igen Extrakt eimes von der 


Arlington Corporation in New York bezogenen Schwertbohnen- |— 
mehles (die sogenannte Arlco-Urease) bei 6° mit Kohlensiure, |— 
so gingen etwa */, des Enzyms in den Niederschlag. Von dieser | — 


gefallten Urease war der gréBere Teil in Wasser unldslich. 


Zusammenfassung. 


1. Durch Fallung mit Aceton lieB sich Sojaurease aus waBrigen 
Extrakten (1:10) nicht anreichern. Die Loéslichkeit der Nieder- 
schliige stieg eindeutig mit der Konzentration des Fallungsmittels. 

2. Es wurde ein Verfahren ausgearbeitet, mit dessen Hilfe 
es leicht gelingt,.die Sojaurease in wasserléslicher Form aufs 
5—8fache anzureichern, ohne da die Enzymverluste 50°/) thber- 
steigen. Das Verfahren besteht in einer Vorreinigung des 2°/jigen 
wiBrigen Extraktes durch Fallung mit Kohlensdéure und an- 
schlieBendem Niederschlagen des Enzyms aus der zu einem Drittel 
mit Aceton aufs 6fache verdiinnten Lésung wiederum durch 
Kohlensiure bei 10°. Der erhaltene Niederschlag wird mit Wasser 
eluiert. 

8. Die Anreicherung der Urease lieB sich in einigen Fallen 
noch auf knapp das Doppelte der oben genannten Werte steigern 
durch Einschaltung einer Kohlensiurefallung bei 35° aus der 
acetonischen Lésung. 

4. Es wurden Beziehungen zwischen den Fallungsbedingungen 
und dem Verhiltnis von wasserldslicher und -unléslicher Urease 
in den Niederschligen ermittelt. 

5. Aus Schwertbohnenmehl lief sich die Urease auf Grund 
des mitgeteilten Verfahrens nicht anreichern. 
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aus Schwangerenharn. 


Zur Kenntnis der , Hypophysenvorderlappen- Hormone“ 


Von 


F. @. Fischer und L, Ertel. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Freiburg i. Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. August 1931.) 


I. Einleitung. 


Wir verdanken §S.Aschheim und B. Zondek}) die Fest- 
stellung, da8 im Harn schwangerer Frauen Stoffe vorkommen, 
welche die Geschlechtsdriisen unreifer Tiere in gleicher Art ver- 
indern, wie Extrakte des Hypophysenvorderlappens. Bei der 
infantilen Maus wird die Ovarialfunktion in Gang gesetzt und 
1. Follikelreifung, Ovulation, durch Vermittlung des Follikel- 
hormons Brunstauslésung, 2. Bildung von Blutpunkten und 3. Bil- 
dung von Corpora lutea verursacht.?) 

Die Beobachtung dieser Veranderungen gestattet einen empfind- 
lichen Nachweis und eine quantitative Auswertung der Hormone; 
dadurch wird der Versuch einer Darstellung und Charakterisierung 
dieser Stoffe erméglicht. 

Die ,,Hypophysenvorderlappen-Hormone“ (abgekiirzt: HVH) 
aus Harn sind in Wasser leicht léslich, in organischen Lésungs- 
mitteln dagegen unldéslich; sie kénnen daher durch Zugabe von 
wassermischbaren Lésungsmitteln, z. B. von Alkohol oder Aceton, 
aus ihren waBrigen Losungen gefallt werden. Die meisten bisher 
bekannt gewordenen Gewinnungsmethoden aus Harn griinden sich 


1) §. Aschheim u. B. Zondek, Klin. Wochenschr. Nr. 28 (1927). 

2) Vgl. die Monographie von B. Zondek, Die Hormone des Ovariums 
und des Hypophysenvorderlappens, Berlin 1931, und die dort zitierten Ver- 
offentlichungen. Nach B. Zondek handelt es sich um die Wirkungen zwei 
verschiedener Hormone, des Follikelreifungshormons und des Luteinisierungs- 
hormons. Die klinisch wichtige Schwangerschaftsdiagnose aus dem Harn von 
Aschheim und Zondek fuBt auf den Veranderungen 2. und 3., die durch 
das Luteinisierungshormon hervorgerufen werden, 

6* 
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darauf.') Einige Verfahren halten eine vorhergehende Konzen- 
tration des Harnes fiir zweckméBig, andere seine teilweise Be- 
freiung von stdérenden Bestandteilen.*) Die wirksamen Stoffe 
kénnen auch durch Saéttigung mit Ammoniumsulfat abgeschieden®), 
oder mit Tierkohle und Kieselgur adsorbiert werden.*) Bei jeder 
Gewinnungsmethode mu8 die grofe Empfindlichkeit der HVH 
gegen Wirme, Séuren und Laugen beriicksichtigt werden, die auch 
ihre Reinigung auBerordentlich erschwert. Sie ist meistens durch 
Wiederauflésen der Hormonpriparate in Wasser und erneute 
Fallung mit Alkohol versucht worden, aber auch durch Adsorption 
an Tonerde, Fallung mit Uranylacetat®) oder mit Tannin.®) 

Wir werden noch im folgenden die Eigenschaften der bisher 
beschriebenen Priparate zum Vergleich heranziehen. 

In der vorliegenden Arbeit wird zunachst die Ausarbeitung von 
Methoden der Reinigung der HVH aus Schwangerenharn, dann 
der Versuch einer chemischen Kennzeichnung unserer reinsten 
Praparate beschrieben. 


II. Reinigung der Hormonpraparate. 


Als Ausgangsmaterial fiir unsere Reinigungsversuche dienten 
Hormonpriparate, die uns vom Sachsischen Serumwerk A.-G., 
Dresden, in entgegenkommender Weise zur Verfiigung gestellt 
wurden.’) Sie waren laut Angabe dieser Firma nach verschiedenen 
Fallungs- und Adsorptionsverfahren aus menschlichem Graviden- 
harn gewonnen. 

Diese Rohprodukte stellten hellbraune, trockene Pulver dar, 
die sich schon in der zehnfachen Gewichtsmenge Wasser klar, 
aber mit dunkelbrauner Farbe lésten; ungefihr 60°/, bestanden 





1) B. Zondek, Monographie; A. Biedl|, Uber das Hormon des H. V. 
Endokrinologie 2, 241 (1928). Patentverfahren der I. G. Farbenindustrie A.-G., 
Chem. Z. 19301, 8. 1827, 2767. 

2) Patentverfahren der Schering-Kahlbaum A.-G., Chem. Z. 1930 II, 
S. 271 u. 1575. 

3) F. Dickens, Biochemic. J. 24, 1507 (1930). Englisches Patent der 
I. G. Farbenindustrie A.G. Nr. 349592 vom 31.1. 30. 

4) Patent der Schering-Kahlbaum A.-G., Chem. Z. 1929IT, S. 3164; 
B. Zondek, Monographie S. 146. 

5) M. Reiss u. F. Haurowitz, Z. f. d. ges. exp. Med. 68, 371 (1929). 

6) F. Dickens, a. a. O. 

7) In der pharmakologischen Abteilung dieses Werkes wurde auch die 
Auswertung aller von uns dargestellten Praparate ausgefiihrt. Wir méchten 
der Direktion fiir ihre Unterstiitzung und den Herren Dr. Becker und 
Dr. A. Schafer fiir ihre wertvolle Hilfe ergebenst danken. 
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aus Phosphat, das aus den zur Elution benutzten Lésungen zuriick- 
geblieben war. Sie enthielten pro Milligramm 4—5 Mauseeinheiten 
(ME). 

Die Auswertung der Praparate an der infantilen weiblichen Maus 
wurde genau nach den Vorschriften von B. Zondek!) und S, Aschheim?) 
durchgefiihrt. Die Substanz wurde in Wasser gelést und in entsprechender 
Verdiinnung fiinf infantilen Mausen injiziert. Wir nahmen die angegebene 
Wirksamkeit an, wenn mindestens 3 Tiere eine positive Reaktion zeigten. 
Waren nur 2 Tiere positiv, so begniigten wir uns nur in einigen weniger ent- 
scheidenden Auswertungen damit und bezeichnen die Wirksamkeit als ,,sehr 
knapp“, sonst wurde die Auswertung mit entsprechend mehr Hormonliésung 
wiederholt. Die Angabe in Miauseeinheiten bezieht sich auf das Follikel- 
reifungshormon, da wir diese Werte am besten reproduzierbar fanden. In 
allen Praparaten wurde zwar die Anwesenheit von Luteinisierungshormon 
durch Auftreten von Blutpunkten und Corpora lutea qualitativ festgestellt 
aber von einer quantitativen Auswertung abgesehen. 

Die erste Reinigung der Rohprodukte wurde durch unsere 
Beobachtung ermoéglicht, daB durch Fallung der Phosphat-Ionen 
mit Bariumacetat in schwach alkalischer Losung bei 0° auch 
die Hauptmenge der gefirbten Stoffe und anderer unwirksamen 
Substanzen beseitigt wird, ohne da ein Verlust an Hormonen 
eintritt.2) Durch Alkoholfaéllung der eingeengten Lésungen, welche 
als anorganischen Begleitstoff im wesentlichen nur noch alkohol- 
losliches Ammoniumacetat enthalten, werden Priparate mit durch- 
schnittlich 50 ME pro mg gewonnen. 


Beispiel: 10,00 g Substanz 1.00 (mit insgesamt 50000 ME) 
in 150 ccm Wasser gelést, werden unter Hiskihlung zunachst mit 
geséttigtem Barytwasser bis zur Einstellung von pu 8,0 (schwache 
Phenolphthalein-Rétung), dann mit einer Lésung von reinem Barium- 
acetat versetzt, bis in abgeschleuderten Stichproben kein Phosphat 
mehr nachzuweisen ist. Die schwache Alkalitét muB durch zeit- 
weilige Zugabe von Baryt beibehalten werden. Gegen Ende der 
Fallung ist der Bariumphosphatniederschlag dunkel gefarbt und die 
braune Lésung stark aufgehellt. Nach dem Absaugen wird die 
Lésung sofort eingedampft, der Niederschlag auf der Nutsche 
mit 40 cem n/20-Ammoniumhydroxyd nachgewaschen, dann noch 





1) B. Zondek, Monographie und Veréffentlichungen in der Klin. 
Wochenschr. 

2) §. Aschheim, Die Schwangerschaftsdiagnose aus dem Harn. Berlin 
1930. 

3) Die von anderen Autoren angegebene Adsorbierbarkeit an Filtrier- 
papier, Berkefeld-Kerzen usw. tritt auch nur in schwach saurem, nicht aber 
in alkalischem Medium ein. 
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zweimal mit der gleichen Menge Ammoniak auf der Schiittel- 
maschine 15 Minuten lang behandelt. Die erste Waschfliissigkeit 
ist hellgelb gefarbt, die letzte farblos. 

Schiittelt man die schmutzig braun gefarbte Fallung, die noch 
viel organische Substanz enthalt, mit Ammonphosphatlésung, so 
erhalt man dunkel gefirbte Ausziige, die jedoch meistens fast 
vollig unwirksam sind. 

Die ammoniakalischen Lésungen hinterlassen beim LEin- 
dampfen einen geringen Riickstand, welcher mit dem der Haupt- 
lé6sung zusammen in 20 cem Wasser aufgenommen wird. Die viel 
Ammoniumacetat enthaltende Fliissigkeit wird von einer geringen 
Menge Bariumphosphat durch Abschleudern befreit und mit 
100 ccm wasserfreiem Athanol versetzt. Die ausgefallenen hell- 
gelben Flocken werden nach einigen Stunden abzentrifugiert. 
Erhalten 1,05 g, die pro Milligramm 50 ME enthielten. 

In anderen Beispielen wurden aus 50,0g und 121,5 g Roh- 
produkt, 4,32 g und 8,75 g mit 40 ME pro mg gewonnen. 

Zur Erhaltung der Wirksamkeit der Hormonlésungen ist es wesentlich, 
daB das Eindampfen méglichst schnell und bei tiefer Temperatur vor- 
genommen wird. Um das zuweilen starke Schiumen zu vermeiden, benutzten 
wir einen Verdampfer nach dem Prinzip des Spriihverfahrens. Durch An- 
wendung von sehr weiten Ableitungsréhren, eines langen Kupferkiihlers mit 
angeschiossener groBer Kupferblase als Vorlage, die mit Eis gekiihlt wurde, 
und von Wasserstrahlpumpen erreichten wir schnelles Einengen bei héchstens 
25° Innentemperatur. 

Die Temperaturempfindlichkeit der HVH ist sehr stark von der 
Reaktion des Mediums abhangig, wie schon von verschiedenen Autoren an- 
gegeben worden ist. Neutrale Lésungen kénnen allerdings eine Stunde auf 
50° erwarmt werden, ohne erkennbare Schadigung. Einstiindiges Erwarmen 
schadet noch bei 60° nicht wesentlich, wahrend bei 70° schon nach 10 Minuten, 
bei 100° schon nach einer Minute véllige Unwirksamkeit herbeigefiihrt wird; 
ebenso nach 30 Minuten bei 37° in 0,5°/,iger Salzsaure (festgestellt von Herrn 
Dr. A. Schafer und Dr. F. A. Lehmann, Sachs. Serumwerk). 


Die Priparate dieser Reinigungsstufe, die beim Glihen etwa 
20°/, Asche hinterlassen, lésen sich meistens nicht vollig wieder in 
der zehnfachen Menge Wasser auf. Auch die durch Zentrifugieren 
geklirten, gelben oder hellbraunen, schwach lackmussauer rea- 
gierenden Lésungen enthalten Barium-Ionen, die durch Kohlen- 
siure nicht fallbar sind, auBerdem etwas Calcium- und Phosphat- 
Tonen. 

Durch fraktionierte Alkoholfallungen lieB sich keine Trennung 


erzielen. 
Beispiel: 10,6 g Substanz 12 (mit 40 ME pro mg) wurden aus konzen- 
trierten waBrigen Lésungen durch Versetzen mit wachsenden Mengen Methanol 
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wiederholt fraktioniert gefallt und in 3 Endfraktionen zu 3,05 g, 3,70 g und 
2.00 g geteilt. 

In der mittleren Fraktion waren 60 ME, in der ersten (am starksten 
aschehaltig) und in der dritten 30 ME pro mg. 

Auch mehrere Versuche der Anreicherung durch Fillung mit Uranyl- 
acetat?), Elution mit Ammoniumphosphat und anschlieBende Beseitigung 
des Phosphats mit Bariumacetat, die von einem Verlust von etwa 30°/, Sub- 
stanz begleitet waren, fiihrten nur zu Praparaten mit 60—80 ME pro mg. 

Am einfachsten lieB sich eine weitere Reinigung erzielen durch 
Zugabe von Barytwasser zu einer eiskalten konzentrierten 
Hormonlésung und Fallung des Barytiiberschusses mit Kohlen- 


siure. Man erhielt so Priparate mit etwa 100 bis 180 ME pro mg. 


Beispiel: 0,500 g Substanz 12.2 (60 ME pro mg) in 5 ccm 
Wasser gelost werden unter Eiskiihlung so lange mit Barytwasser 
versetzt, bis kein Niederschlag mehr entsteht. Die abzentrifugierte 
Fallung wird dreimal mit je 3 ccm n/20-Ammoniak nachgewaschen. 
Die waBrigen Lésungen werden zur Beseitigung des geringen 
Bariumiiberschusses mit Kohlenséure behandelt, klar zentrifugiert 
und nach dem Eindampfen mit Athanol gefillt: 0,260 g mit 
100 ME pro mg (von 5 Mausen 4 mit Oestrus; in den Ovarien Gelb- 
kérper und Blutpunkte) und 0,050 g weniger wirksame Nachfallung. 
Fast weiBes lockeres Pulver, vollig klar in Wasser ldéslich, PO,’” 
nicht mehr nachweisbar; 12,4°/, Asche (Bariumcarbonat). 

In gleicher Weise wurden aus 6,40 g Substanz 22 (70 ME pro 
mg) 3,14 g mit 130 ME pro mg erhalten. 6,2°/, Asche. 

Eine weitere einfache Moglichkeit der Reinigung der aus Harn 
gewonnenen Rohpraparate fanden wir in der Adsorption an 
Kaolin oder an Bolus alba in schwach saurem Medium. 

Beispiel: 1,028 g Substanz 1.00 (5000 ME) in 18 cem Wasser 
wurden mit 20 ccm n/5-Essigséure (bis zum px 4,5) versetzt, mit 
30 cem Kaolin-Suspension [6g Trockensubstanz?)| 10 Minuten 
geschiittelt und dann zentrifugiert. Die Restlosung gab starke 
Ninhydrinreaktion, enthielt jedoch weniger als 500 ME. Mit 
Ammoniak (80 cem n/10-NH;) lieB sich nur ein triibes Eluat 
erhalten, welches erst nach Zugabe von 1/, Volumen Methanol 
sich klar zentrifugieren lie, dann jedoch nur etwa 1000 ME 
enthielt. Klare Eluate, in welchen nahezu die ganze wirksame 
Substanz sich befindet, erhalt man mit sek. Ammoniumphosphat- 
losungen. 





1) Nach M. Reiss u. F. Haurowitz, a. a. O., S. 374. 
2) Vorbehandelt nach R. Willstatter u. K. Schneider, Diese Z. 
133, 193 und zwar S. 200 (1924). 
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0,600 g Substanz 32.21 (60 ME pro mg) in 30 ccm Wasser wurden nach 
Zugabe von 0,5 ccm n/5-Essigsiure mit 18 ccm Bolus alba-Aufschlimmung 
[1,8 g Trockensubstanz!)] 15 Minuten geschiittelt. Aus der auf 3 ccm ein- 
geengten klaren, gelben Restlésung wurden 0,240 g gefallt (20 ME pro mg; 
6,5°/, Asche). Aus dem Niederschlag gewinnt man durch Elution mit 50 cem 
n/20-NH, 0,190 g Substanz (90 ME pro mg; 6,4°/, Asche). Im Bolus wird 
noch organische Substanz zuriickgehalten, die sich auch mit Phosphat nicht 
eluieren 1aBt. 


Die wirksame Substanz lift sich auch aus Praparaten mit 
100—130 ME pro mg durch Adsorption an Kaolin weiter kon- 
zentrieren. Wir haben zunaéchst jedoch Fallungen anderer Art 
genauer untersucht, in der Hoffnung, einschneidendere Trennungen 
zu erreichen, bisher mit keinem Erfolg. 


An Bariumsulfat und an Bariumphosphat werden die HVH auch bei 
pu 4,5 sehr wenig adsorbiert. Die Fallungen mit Ferrihydroxyd in schwach 
saurem, mit Bleiacetat in ammoniakalischem Medium sind vollstandig: Die 
durch Zentrifugieren geklarten Lésungen enthalten keine wirksame Substanz 
mehr. Ihre Wiedergewinnung aus den Niederschligen gelang mit Ammonium- 
phosphat, ohne daB jedoch dadurch eine Anreicherung erreicht worden ware, 
dagegen nicht mit Schwefelwasserstoff, weil die Metallsulfide kolloidal gelést 
blieben und ohne Erwarmen nicht beseitigt werden konnten. Eine Fallung 
mit Tannin und nachfolgender Elution durch Bariumhydroxyd fiihrte eben- 
falls zu keiner Substanz mit héherer Wirksamkeit.?) Aus 1,00 g Substanz 
24 mit 120 ME pro mg nur 0,13 g wiedergewonnen mit weniger als 100 ME. 

Die Gewinnung der Hormone aus Harn durch Adsorption und 
ihre Reinigung durch Fallung der Phosphatelutionen mit Barium- 
acetat und nachfolgend mit Bariumhydroxyd scheint zurzeit der 
einfachste und eintraéglichste Weg zu sein, um zu gréBeren Mengen 
von Trockenpréparaten mit 100—130 ME zu gelangen. Diese 
Priparate sind etwa 200 mal wirksamer als die gereinigten von Reiss 
und Haurowitz*), ungefahr acht- bis zehnmal wirksamer als 
die besten von B. Zondek erwahnten Trockenpulver.*) Eine et- 
was héhere Reinigungsstufe in unbestindigen Lésungen (160 ME 
pro mg) erreichte F. Dickens in einer im Laufe unserer Unter- 
suchung erschienenen Arbeit. 

Alle unsere Substanzen dieser Wirksamkeit enthielten noch 
mehrere Prozent Asche, im wesentlichen Barium, zuweilen auch 
Calcium, die durch Fallungsreaktionen nicht ohne empfindliche 
Verluste an Substanz oder an Wirksamkeit sich beseitigen lieBen. 





1) Vorbehandelt nach R. Willstatter u. K. Schneider, Diese Z. 138, 
193 und zwar S. 200 (1924). 

2) Vgl. dagegen F. Dickens, a. a. O. 

3) A.a. O. 

4) Monographie. S. 147. 
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Wir fanden, da8 zur Entfernung der Hauptmenge der anorganischen 
Verunreinigungen sich am besten kurzdauernde Elektrodialysen 
eignen. Bei Anwendung von Pergamentmembranen wird die 
wirksame Substanz vollig zuriickgehalten. 

Uber das Verhalten der HVH bei der Dialyse liegen widersprechende 
Angaben vor. Nach Zondek?!) sind das HVH A und B leicht dialysierbar. 
Reiss und Haurowitz?) stellten fest, da8 ihre Roh-Hormonpraparate in 
3°/,igen Lésungen durch Membranen von Fischblase oder von Pergament 
innerhalb 24 Stunden quantitativ diffundierten. Nach genauen Bestimmungen 


von F. Dickens?®) dialysiert jedoch die wirksame Substanz nur sehr wenig 
oder nicht durch Pergament, viel schneller durch Kollodiummembranen. 


Beispiel: 0,690 g Substanz 27 (130 ME pro mg; 9,2°/, Asche) 
in 100 ccm Wasser wurden 30 Minuten in einem Apparat nach 
Wo. Pauly elektrodialysiert (220 Volt, 2—1 MA/qem). Als Mem- 
branen fanden zu Scheiben aufgeschnittene Hiilsen von Schleicher 
und Schill Verwendung. Durch einen in die Lésung hinein- 
ragenden Kihlzapfen mit Aceton-Kohlensiiure wurde die Tem- 
peratur unter 10° gehalten. Ein Teil der Substanz flockt schwach 
gelblich gefirbt aus und wird abzentrifugiert: 0,070 g (Substanz 
29.21). Die voéllig klare Restlésung wird auf 5 ccm eingeengt 
und mit 50 ccm Athanol versetzt; es tritt nur starke Opalescenz 
ein, erst auf Zugabe von 30 cem Ather flocken 0,880 mg Substanz 
29.23 aus‘), die nur noch 1,5°/, Asche enthalten. Beide Fallungen, 
sowohl die erste, welche sich in reinem Wasser nicht mehr klar lost, 
wohl aber durch Zugabe von Ammoniak oder Ammoniumcarbonat, 
wie die wasserldsliche zweite sind ungefaihr gleich wirksam; Sub- 
stanz 29.21 auf 80 ME pro mg ausgewertet: von 5 Miéusen 4 mit 
Oestrus; in den Ovarien Luteinkérper. Substanz 29.23 auf 90 ME 
pro mg: von 5 Mausen 3 mit positiver Reaktion. 

In den AuBenkammern ist keine organische Substanz. Der 
schwache Verlust an Wirksamkeit ist auf die sauer gewordene 
Reaktion der Lésung zuriickzufiihren (px 4,0). 

Bei einem anderen Versuch (45 Minuten Elektrodialyse) mit 2,00 g Sub- 
stanz 30 (70 ME pro mg) flockten 0,60 g aus. Die zentrifugierte klare Lésung 
opalescierte nach weiteren 15 Minuten Dialyse nur ganz schwach, ohne jedoch 
Flocken abzuscheiden. Die daraus gewonnenen 1,20 g enthielten 1,7°/, Asche. 


In der Starke der Reaktion nach Molisch unterscheidet sich die in Lésung 
gebliebene Substanz von der ausgeflockten nicht. 





1) A. a. O. 2) A.a. O. 3) A.a. O. 

4) Dieses Verhalten beobachteten wir bei allen aschearmen Praparaten; 
enthalten sie mehr als etwa 4°/, Asche, so tritt leicht schon mit Alkohol Aus- 
flockung ein. 
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Halt man bei der Dialyse die px-Werte der Lésungen durch 
Zugabe von Ammoniak zwischen 7,0 und 7,5, so tritt keine Aus- 
flockung ein und ein Verlust an Wirksamkeit wird vermieden. 
Man braucht jedoch langere Zeit, um Substanzen zu erhalten, 
die arm an Asche sind. 2,00 g Substanz 30 (mit 5,9°/, Asche) 
enthielten nach 60 Minuten Dialyse noch 3,2°/) Asche. 

Durch lange Elektrodialyse fast voéllig von anorganischen 
Elektrolyten befreite Praéparate sind nach ihrer Ausfallung mit 
Alkohol-Ather in reinem Wasser kaum mehr léslich und haben 
sehr stark an Wirksamkeit verloren. 


III. Chemisches Verhalten der Hormonpraparate. 


Unsere wirksamsten Praiparate von 100—130 ME pro mg lésten 
sich schon in etwa der 15 fachen Menge Wasser mit hellgelber 
Farbe. Die makroskopisch klaren Lésungen, die jedoch alle einen 
schwachen ‘Tyndalleffekt zeigten, waren leichtfliissig, kaum 
klebrig, nicht fadenziehend. Zum Sieden erhitzt, triibten sich 
5°/,ige Loésungen nicht, auch nicht bei vorsichtiger Zugabe von 
n/10-Essigsiure. Mit den bekannten Reagenzien lieBen sich weder 
Phosphor noch Schwefel mehr nachweisen (mit 30 mg Substanz 
ausgefiihrt). 

Wir fiihren zu ihrer Kennzeichnung einige der Farb- und Fal- 
lungsreaktionen an, die wir mit gleichen Ergebnissen wiederholt an- 
gestellt haben, auch bei Praparaten verschiedener Herstellungsweise. 


Farbreaktionen 
(mit 10 mg Substanz in 0,2 com Wasser ausgefiihrt) : 


Mit starker Lauge: Beim Erwiirmen Braunfarbung. Mit 
5n-Salzséure: In der Kalte Rosafairbung, beim Erwirmen unter 
kurzem Aufschiumen Rotfirbung, dann starke Dunkelfarbung. 

Biuretreaktion: deutlich positiv, rétlich violett. Nin- 
hydrin: tief violett. 

Nach Millon: Mit neutraler Quecksilbernitritlésung ent- 
steht ein schwach ziegelrot gefirbter Niederschlag, die Lésung 
bleibt farblos; mit salpetersaurem Reagens tritt beim Erhitzen 
schwache Rotfarbung der Lésung ein. 

Nach Adamkiewicz-Hopkins: negativ. 

Nach Pauly: Intensive gelbrote Farbung. Auch in der Hitze 
benzoylierte Priparate kuppeln noch.!) Nach dem Erhitzen mit 





1) K. Inouje, Diese Z. 83, 79 (1913). 
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30°/,iger Salpetersiure ist die Reaktion ebenfalls noch positiv.!) 
Nach 8. Sakaguchi?) auf Arginin: sehr stark positiv. Nach 
Kossel auf Adenin: negativ. 

Nach P. Ehrlich mit p-Dimethylamino-benzaldehyd: negativ. 
Nach Folin auf Harnséiure: negativ. Bromwasser wird ent- 
farbt, ohne daB auch beim Erwirmen weitere Farbeffekte auf- 
treten. 

Konzentrierte Salpetersaéure lést in der Kalte mit gelber 
Farbe; beim Erwarmen Gasentwicklung. Die eingedampfte Lésung 
wird mit Ammoniak eigelb, mit Lauge orangerot. 

Die Phloroglucin- und Orcinprobe sind negativ. Es treten 
nur schmutzige, rotbraune Farbungen auf, wie mit Salzséure allein 
auch, die sich mit Amylalkohol nicht ausschiitteln lassen. 

Nach Molisch: Sehr stark mit rein violettroter Farbe. Die 
Trommersche Probe ist nicht erkennbar positiv (vgl. jedoch 
weiter unten die quantitativen Bestimmungen). Deutliche Reduk- 
tion tritt ein, wenn die Hormonlésung zuerst kurz mit konzen- 
trierter HCl aufgekocht oder 2 Stunden mit 2n-HCl erwarmt wird. 


Fallungen 
(mit mindestens 10 mg in 0,2 com Wasser ausgefiihrt) : 


Durch Ammoniumsulfat wird erst bei voller Sattigung 
eine Triibung verursacht. Trichloressigsaiure, Salicylsulfo- 
siure fallen nicht. Pikrinséure, Kaliumferrocyanid und 
Ammoniummolybdat fallen nicht, auch nicht bei Zugabe von 
Kssigsiure. Flaviansaéure: Ganz leichte Triibung. 

Phosphorwolframsaure und Phosphormolybdinsiure: 
Leichte Triibung, auf Zugabe von Mineralsiure Fallungen. Mit 
Tannin: Fallung, die auf Zugabe von KEssigsiéure besser ausflockt. 

Kupferacetat und Silbernitrat fallen nicht, auch nicht 
bei vorsichtiger Zugabe von Ammoniak. Beim Kochen der 
ammoniakalischen Silberlésung tritt Reduktion ein. Mercuri- 
chlorid fallt nicht, Mercuronitrat dagegen quantitativ. Der 
weiBe Niederschlag ist in verdiinnter Salpetersiure léslich. Mer- 
curiacetat fallt auch in sehwach essigsaurem Medium, Uber- 
schuB an Essigsiure lost wieder. 

Uranylacetat fallt vollstandig in schwacher Essigsiure; 
stirkere Essigsiure lést wieder. Bleiacetat fallt nur auf Zugabe 
von Ammoniak. 

1) H. Brunswik, Diese Z. 127, 268 (1923). 
2) J. of Biochem. 5, 13 (1925). 
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Kolloidales Eisenhydroxyd fallt in neutralem und schwach 
saurem Medium vollstandig. 

Um etwaige, an der Hormonwirkung beteiligte charakte- 
ristische Gruppen festzulegen, haben wir unsere Préparate mit 
Formaldehyd, salpetriger Siure und Benzoylchlorid be- 
handelt: Formaldehyd 1Jé8t die Wirksamkeit fast unberiihrt, 
wihrend die beiden letzten Reagenzien sie sehr stark schiadigen. 

Einwirkung von Formaldehyd: 20,0 mg Substanz 17 (mit 100 ME 
pro mg) in 0,1 cem Wasser wurden mit 0,1 ccm neutraler 30°/,iger Formalin- 


lésung versetzt und 4 Stunden bei 20° belassen. Durch Fallung mit Athanol 
13,8 mg wiedergewonnen mit knapp 80 ME pro mg. 

Einwirkung von salpetriger Saure: 9,5 mg Substanz 17 in 0,2 ccm 
Wasser + 0,1 ccm n/5-Essigsiure + 0,2 ccm Athanol + 0,3 cem iso-Amyl- 
nitrit 1 Stunde geschiittelt, im Exsiccator eingeengt, mit Athanol gefallt 
und gewaschen: 6,0 mg mit 20 ME pro mg. 

Einwirkung von Benzoylchlorid: 9,3 mg Substanz 17 in 0,05 ccm 
Wasser -+- 0,7 ccm Pyridin wurden bei — 20° mit 0,1 cem Benzoylchlorid 
versetzt. Rétliche Farbung, die nach Istiindigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur hellbraun geworden ist. .Mit Alkohol—Ather gefallt und gewaschen. 
6,2 mg, die pro Milligramm etwa 10 ME enthalten. 

Der Benzoylierungsversuch wurde méglichst schonend 3mal wiederholt, 
mit annahernd gleichem Ergebnis. Es 1aBt sich nicht ausschlieBen, daB die 
Inaktivierung durch die Aciditét von Benzoylchlorid in Pyridin allein ver- 
ursacht sein kann. Benzoylierungen in der Warme fiihren zu teilweise wasser- 


unléslichen Produkten. 


Die Angaben der Literatur unterscheiden sich teilweise von 
unseren Beobachtungen. So waren z. b. die Praparate von Reiss 
und Haurowitz mit Ammoniumsulfat nicht fallbar.) Nach 
Patenten der I.G.?) sind HVH-Substanzen aus Harn u. a. mit 
Tannin und Uranylacetat nicht fallbar, dagegen mit Barium- 
hydroxyd, Phosphorwolframséure und Bleiacetat. Bei den Prapa- 
raten von B.Zondek fiel die Untersuchung auf Kohlehydrate 
negativ aus, ebenso die Paulysche Reaktion.*) Diese letzte 
Angabe ist um so iiberraschender, als bei den wirksamsten von uns 
gewonnenen Priparaten (8—10mal wirksamer als die Trocken- 
pulver von Zondek) die Reaktionen nach Molisch und nach 
Pauly sehr stark sind. 

Bestimmung des Kohlehydratgehaltes. Der grofe 
Kohlehydratgehalt unserer Praparate schien uns so bemerkenswert, 
daB wir nach einigen Methoden mehrere quantitative Bestimmungen 





1) Z. ges. exper. Med. 68, 372 (1929). 
2) Vgl. Chem. Z. 19301, S. 2767. 
8) Monographie, S. 147. 
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bei Substanzen verschiedenen Reinigungsgrades durchgefiihrt und 
auBerdem die Kennzeichnung des Zuckers versucht haben. 

Zur annahernden Schatzung colorimetrierten wir nach der Vorschrift 
von G. Treupel?) die Intensitat der Farbungen mit «-Naphthol—Schwefelsaure. 

Z. B.: Substanz 29 ergab in mehreren Bestimmungen 10—11,5°/, (mit 
Glucose verglichen). 

Dann bestimmten wir nach dem Mikroverfahren von J. Bang fiir 
Blutzucker?) die Reduktion von alkalischer Kupferlésung: z. B. Sub- 
stanz 29.23: 8,6°/,; Substanz 27: 6,5°/,; Substanz 17: nach 60 Minuten Hydro- 
lyse bei 97° mit n/2-HCl 21, 9°/, (auf Glucose berechnet). 

Wir verlieBen jedoch diese Methode bald, weil wir ungeniigend iiber- 
einstimmende Titrationen erhielten, besonders nach der Behandlung der 
Hormonpraparate mit Saure, und oxydierten mit Kaliumferricyanid nach 
H.C. Hagedorn und B.N. Jensen*) mit genau reproduzierbaren Werten: 
z. B. Substanz 17: 7,1°/,; nach 10 Minuten Hydrolyse bei 97° mit n/2-Schwefel- 
siure 10,4°/,; nach 60 Minuten 40,7°/,; nach 180 Minuten 35,3°/). 

Substanz 29.21: 8,1°/); nach 30 Minuten Hydrolyse 21,3°/,. 

Substanz 24: 11,9°/,; nach 30 Minuten Hydrolyse 25,8°/,. Ohne Hydro- 
lyse 90 Minuten alkalisch oxydiert: 26,8°/, (auf Glucose berechnet). 

Aus den angegebenen Werten der halbquantitativen colori- 
metrischen Methode, die zu niedrige Werte ergibt, laBt sich mit 
Sicherheit erkennen, daB mindestens 10°/, unserer Priparate aus 
einem Zucker bestehen. Wahrscheinlich liegt der Zuckergehalt 
hoher, bei 15—30°/), obwohl natiirlich die Ergebnisse der Oxy- 
dationsmethode nach Bang oder Hagedorn-Jensen_ nicht 
eindeutig sind, da die Umrechnung auf Glucose willkiirlich ist. 
Immerhin kann man daraus entnehmen, da die Siurebehandlung 
die schon vorher vorhandene Reduktionswirkung der Priparate 
auf das 3—4fache vermehrt. 

Die Reaktionen der Kohlehydratkomponente schlieBen eine 
Pentose aus und deuten auf eine Hexose hin. Wir haben 4 Ver- 
suche mit je 0,200 g Substanz (100 ME pro mg) zur Festlegung 
des Zuckers durchgefiihrt, jedoch ohne Erfolg. Sowohl nach 
kurzen (10 Minuten) wie nach langen Hydrolysen (3 Stunden) 
mit 3°/,iger Schwefelséure bei 95° und Fallung der Peptide mit 
Uranylacetat oder Phosphorwolframsiure lieB sich aus den 
Lésungen kein Osazon erhalten. Glucosamin scheint nicht vor- 
zaliegen, da wir diesen nach Oswald?) leicht zu gewinnenden Zucker 

ohne Ergebnis aus einem Hydrolysat zu erhalten versuchten. 


1) G. Treupel, Diese Z. 16, 47, und zwar S. 55 (1892). 

2) Hoppe-Seyler/Thierfelder, Physiol. u. pathol.-chemische Analyse, 
9. Aufl., S. 845. 

3) Biochem. Z. 135, 46 (1923). 
4) Diese Z. 68 173 (1910). 








94 F. G. Fischer und L. Ertel, 


Die mit Phosphorwolframsiéure oder Uranylacetat gefallten 
Anteile sind wasserléslich und zeigen noch die Reaktionen der 
Hormonsubstanz, die nach Molisch jedoch stark abgeschwacht. 
Als sehr stark sind, auch bei Beriicksichtigung ihrer Empfindlich- 
keit, wieder die Arginin- und die Diazoreaktion anzusprechen. 
Die letztere tritt auch nach Benzoylierung oder Nitrierung auf, 
so daB neben dem durch Millons Probe angezeigten schwachen 
Gehalt an Tyrosin auch die Anwesenheit von Histidin wahr- 
scheinlich ist.") 

In den untersuchten Priparaten la8t sich keine einfache 
Beziehung zwischen Reduktionswerten und Wirksamkeit erkennen. 
Ebensowenig gelingt das fiir ihre Drehung, die wir mehrfach 
bestimmten. 

Z. B.: Substanz 1.00 (4 ME pro mg) in 0,81°/,iger waBriger Lésung 

[a]z,° =—25,4°. 

Substanz 12.2 (60 ME pro mg) in 1,03°/,iger waBriger Lésung 
[a];,° =— 29,5°. 

Substanz 29.23 (90 ME pro mg) in 1,03°/,iger waBriger Lésung 
[a]3,0 =—48,7°. 


Substanz 17 (100 ME pro mg) in 0,83°/,iger waBriger Lésung 
[a]2° =—116,6°. 


Die Elementarzusammensetzung unserer wirksamsten 
Praiparate zeigte dagegen nicht allzu verschiedene Werte, auch 
wenn die Substanzen auf verschiedenen Wegen dargestellt waren 
und stark wechselnde Mengen Asche enthielten. 


Hauptfallung aus Substanz 12.2: 
4,569 mg: 6,190 mg CO,, 2,49 mg H,O, 0,569 mg Riickstand. 
2,951 mg: 0,231 ccm N (20,5°, 751 mm). 
C 36,95°/, H 6,10°/, N 8,98°/, Asche 12,45°/, 
Auf aschefreie Substanz umgerechnet: C 42,20°/), H 6,96°/,, N 10,26°/,. 
Substanz 31.21: 4,670 mg: 7,410mg CO,, 2,91 mg H,0, 0,080 mg 
Rickstand. 3,076 mg: 0,281 ccm N (21,5°, 759 mm). 
C 43,28°/, H 6,979/, N 10,57%/, Asche 1,71°/,. 
Auf aschefreie Substanz umgerechnet: C 44,03°/,, H 7,10°/), N 10,76°/). 
Substanz 32.21: 3,250 mg: 0,301 ccm N (21°, 759 mm). 
10,750 mg: 0,350 mg Riickstand. 
N 10,74°/, Asche 3,25°/, 
Aschefreie Substanz: N 11,10°/,. 


1) Bei der Hydrolyse der Harnpeptide gewann 8. Edlbacher unter 
anderem Histidin und Arginin. Diese Z. 127, 186 (1923). 
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Substanz 27: 3,401 mg: 0,280 cem N (21°, 759 mm). 
10,617 mg: 0,571 mg Riickstand. 
N 9,55°/, Asche 5,38°/, 
Aschefreie Substanz: N 10,09°/). 


Die Angaben tber die Zusammensetzung, das chemische und 
physikalische Verhalten unserer wirksamsten Priparate bezwecken 
nur ihre Kennzeichnung. Es léBt sich noch nicht entscheiden, 
ob damit auch die chemische Eigenart des Kd6rpers oder 
der Korper beschrieben wird, welche die Hormonwirkungen aus- 
iben: Alle Farbreaktionen, Fallungen und Adsorptionen kénnen 
von Begleitstoffen bedingt sein. Es ist leicht zu erkennen, 
daB unsere Praparate noch rohe Substanzgemische darstellen; 
die angewandten Herstellungsmethoden lassen es auch nicht 
anders erwarten. 

Doch spricht ihr gesamtes Verhalten dafiir, daB sie in ihrer 
Hauptmenge aus zuckerhaltigen Proteinkérpern bestehen. In 
ihrer Zusammensetzung, in ihren Léslichkeitsverhaltnissen und in 
ihren ausgesprochen sauren Eigenschaften gleichen sie am meisten 
den sogenannten ,,Mucoiden“. 

Aus normalem Harn sind Stoffe ahnlicher Natur gewonnen 
worden; der naheliegende Vergleich mit unseren Praparaten 
vermag jedoch auch bei griindlicher Durchsicht der in Frage 
kommenden +), zahlreichen Arbeiten kein befriedigendes Bild 
zu liefern. Es ist schwierig, die zur Gewinnung angewandten 
Methoden zu vergleichen und die Kennzeichnung der er- 
haltenen Produkte zu priifen. Man gewinnt den Eindruck, 
da& unter einem Namen verschiedene Stoffgruppen versteckt 
sind und da8 zuweilen gleiche Stoffe verschiedene Namen er- 
halten haben. 

Die meisten gemeinsamen Eigenschaften zeigen unsere Hormon- 
praparate mit dem ,,Harnmucoid“, das von K. A. H. Mérner?) aus 
den Nubecula gewonnen wurde. Das ,,Harnmucoid“ unterscheidet 
sich aber auch von ihnen in mehrfacher Hinsicht, so in der Fallbar- 
keit durch Séuren und durch basisches Bleiacetat, 1m Fehlen einer 
deutlichen Reaktion nach Moliseh und im Schwefelgehalt. In 
der Léslichkeit und in den Faliungsreaktionen haben die Hormon- 


1) Vgl. in den Handbiichern der Harnanalyse und in Oppenheimers 
Handbuch der Biochemie. 

2) Untersuchungen iiber die Proteinstoffe und die eiweibfillenden 
Substanzen des normalen Menschenharns. Skand. Arch. Physiol. 6, 332 
(1895). 
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praparate noch gréBere Ahnlichkeit mit dem Ovomucoid aus 
HiihnereiweiB.+) 

Von den ,,Harnpeptiden‘?), die der ,,Antoxyprotemsaure“- 
Fraktion Bondzynski®) entsprechen, unterscheiden sich unsere 
Produkte in wesentlichen Eigenschaften, vor allem im bedeutend 
niedrigeren Stickstoffgehalt (in der Antoxyproteinséure 24°/,). 
Sie teilen mit ihnen die starke Reaktion nach Pauly, die Fallung 
mit Bleiacetat-Ammoniak, mit Quecksilbernitrat und mit Queck- 
silberacetat in essigsaurem Medium. 

Die bisherigen Beobachtungen erlauben keine Entscheidung 
dariiber, ob die Schwangerschaft auch chemisch eindeutig 
erfaBbare, spezifische Verainderungen*) in den mit Alkohol fall- 
baren Inhaltstoffen des Harns verursacht. 

Auch wenn die Frage, ob die chemische Eigenart der ,,Hypo- 
physenvorderlappen-Hormone“ sich mit derjenigen der Haupt- 
menge unserer Produkte deckt®), als verfriiht abgelehnt wurde und 
erst nach weitergehenden Reinigungsversuchen gestellt werden 
darf, so kénnte doch der quantitative und qualitative Ver- 
gleich entsprechender ,,Mucoid‘‘-Fraktionen aus dem Harn nicht- 
schwangerer und schwangerer Frauen diagnostisch wertvoll werden. 
1) ©. Th. Mérner, Diese Z. 18, 525 (1894); K. A. H. M6rner in der 
zitierten Arbeit 8S. 351. 

2) S. Edlbacher, Uber die Proteinsiuren des Harns, Diese Z. 120, 71 
(1922); 121, 164 (1922); 127, 186 (1923); 131, 177 (1923). 

8) St. Bondzynski, St. Dombrowski u. K. Panek, Diese Z. 46, 83 
1905). 

a Es ist bekannt, daB die Menge der ,,nichtdialysierbaren‘‘ Stoffe des 
Harns wihrend der Schwangerschaft zunimmt. Vgl. z. B. U. Ebbecke, 
Biochem. Z. 12, 485 (1908). Auch andere Substanzen, z. B. Histidin, werden 
in erhéhtem MaBe ausgeschieden. 

5) Uber die enzymatische Spaltung von ,,Mucoiden“ ist noch zu wenig 
bekannt, als daB auf diesem Wege bald eindeutige Antwort zu erhalten ware. 





N: Rr ha ee ae neuen 





Ho 








Nt ET i RIES 






SR gr re ee eee cares 





Fig. 1. Fig. 2. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCII. ‘Tafel I. 
Zu ,,P. Miller und L. Engel, Uber das Absorptionsspektrum des Bilirubins 
in verschiedenen Lésungsmitteln“. (S. 56.) 
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